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1 Einleitung 
 
 
1.1 Kanzerogenese 
Der Begriff der Kanzerogenese bezeichnet alle genetischen und 
epigenetischen Veränderungen, die in einem Mehrstufenprozess zu einer 
malignen Transformation einer Zielzelle führen. Zu den genetischen 
Prozessen gehören irreversible Veränderungen der DNA-Sequenz wie 
Translokationen, Mutationen, Deletionen und Inversionen, die zu einer 
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen sowie Reparaturgenen, 
Aktivierung von Onkogenen oder Bildung von neuen Fusionsgenen führen 
können. Dadurch werden Schlüsselfunktionen von Signalkaskaden 
beeinflusst, wodurch sich die maligne Zelle einen entscheidenden 
Überlebens- und Wachstumsvorteil sichern kann [1]. Als Beispiele können 
hier Punktmutationen der ras Onkogenfamilie bei verschiedenen soliden 
Tumoren und hämatopoetischen Neoplasien [2], Deletionen des 
Zellzyklusregualtors p16 bei soliden Tumoren [3] und die Translokation 
t(9;22), mit Entstehung des bcr-abl Fusionsgens mit konsekutiver 
Tyrosinkinase-Überaktivität bei der chronischen myeloischen Leukämie 
(CML) herangezogen werden [4].  
Darüber hinaus spielen Keimbahnmutationen in Tumorsuppressorgenen 
eine erhebliche Rolle. Keimbahnmutationen des von-Hippel-Lindau (VHL)-
Gens führen zum Nierenzellkarzinom [5]. Hereditäre Deletionen und 
Mutationen des Retinoblastom (Rb)-Gens hingegen sind mit dem Auftreten 
von Retinoblastomen assoziiert [6].  
Durch Fortschritte in der Erforschung der molekularen Eigenschaften von 
Tumorzellen wurde nicht nur die Entstehung maligner Tumoren besser 
verstanden, sondern es konnten auch neue Therapien nach dem Prinzip der 
molecular targeted therapy entwickelt werden. Beeindruckende Beispiele 
sind zum einen der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib zur Therapie von 
bcr-abl-positiven Leukämien, dem inzwischen eine 2. Generation folgt [7], 
und zum anderen der Einsatz des Antikörpers Trastuzumab bei der 
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Behandlung von Mammakarzinomen mit Amplifikation und Überexpression 
des HER-2/neu-Gens [8]. 
Ein weiterer Einsatz zielgerichteter Therapien besteht bei der 
Promyelozytenleukämie, die sich durch die Translokation t(15;17) mit dem 
resultierenden PML-RARα Fusiongen charakterisiert und mittels des 
Einsatzes von All-Trans-Retinsäure in Kombination mit konventioneller 
Chemotherapie behandelt werden kann. Hierdurch kann der 
Differenzierungsblock der malignen Zelle durchbrochen werden [9]. 
Durch genauere Untersuchungen konnte in den letzten Jahren gezeigt 
werden, dass neben den genetischen oder heriditären Veränderungen 
andere Mechanismen eine wichtige Rolle in der Kanzerogenese spielen. 
Hierzu gehören Modifikationen von Genabschnitten, die nicht mit einer 
Veränderung der primären DNA-Sequenz einhergehen, und welche unter 
dem Begriff der Epigenetik zusammengefasst werden. Eine genauere 
Erklärung der einzelnen Prozesse, ihrer klinischen Relevanz und 
therapeutischer Ansätze soll im Kapitel 1.3 dargelegt werden.    
 
 
 
1.2 Das Multiple Myelom 
 
1.2.1 Definition  
Das Multiple Myelom (MM) gehört zur Gruppe der Non-Hodgkin-Lymphome 
(NHL) und ist durch eine monoklonale Expansion maligner, terminal 
differenzierter Plasmazellen im Knochenmark (KM) mit Bildung 
monoklonaler, kompletter oder inkompletter Immunglobuline charakterisiert. 
In fortgeschrittenen Stadien kann es auch zu einem extramedullären Befall 
kommen.  
 
 
1.2.2 Epidemiologie 
Das MM ist für ungefähr 1 % aller Krebserkrankungen in den USA im Jahre 
2006 verantwortlich [10]. Unter den hämatologischen malignen 
Erkrankungen macht es ca. 14 % der neu diagnostizierten Neoplasien aus. 
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Die Inzidenz in den USA beträgt 5-6 Neuerkrankungen pro 100.000 
Einwohner pro Jahr, wobei in den letzten Jahren ein Anstieg der Inzidenz für 
das MM beobachtet werden konnte [10]. 
Für die USA rechnet man mit 16.570 neuen Fällen von MM im Jahr 2006, 
dabei geht man von ca. 9.250 männliche und 7.320 weibliche Patienten aus 
[10]. Darüber hinaus wird mit 11.310 Todesfällen im Jahr 2006 durch das 
MM gerechnet.  
Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 70 Jahre, 65 % der Fälle werden erst 
nach dem 65. Lebensjahr diagnostiziert. Männer erkranken dabei ca. 
1,5 Mal häufiger als Frauen. 
Außerdem besteht ein signifikanter Unterschied in der ethnischen 
Verteilung. In den USA erkranken ca. doppelt so viele Afroamerikaner wie 
Weiße, Asiaten erkranken nur ungefähr halb so oft wie die weiße 
Bevölkerung [10]. 
Am häufigsten findet sich ein Paraprotein vom Typ IgG mit 51,5 %, gefolgt 
vom Typ IgA mit 21 %. In 16 % der Fälle sind nur Leichtketten nachweisbar 
wobei die Leichtkette kappa im Verhältnis zur lambda Leichtkette doppelt so 
häufig vorkommt. Ein biklonales Paraprotein oder ein IgD findet man in 2 %, 
und in 0,5 % der Fälle handelt es sich um ein Paraprotein vom Typ IgM [11].  
 
 
1.2.3 Ätiologie 
Bei der Entstehung des MM spielen sowohl Umwelteinflüsse als auch 
genetische Faktoren eine Rolle [12], wobei der Großteil der Ätiologie 
unbekannt ist.  
Als genetische Prädisposition gelten bestimmte HLA-Typen wie HLA-Bw65 
und HLA-Cw2, welche besonders häufig bei afroamerikanischen Patienten 
nachgewiesen werden. Der Nachweis von HLA-D3 oder HLA-Cw2 ist bei der 
weißen Bevölkerung gehäuft [12].  
Als ein sicherer Umwelteinfluss kann radioaktive Strahlung genannt werden. 
Es ist bei Opfern eines Atombomben-Angriffes oder Personen mit großer 
radioaktiver Belastung mit einer erhöhten Inzidenz für das MM nach ca. 
20 Jahren zu rechnen. Weiterhin besteht ein erhöhtes Erkrankungsrisiko für 
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Personen, die mit Pestiziden arbeiteten oder in der metall- und 
gummiverarbeitenden Industrie beschäftigt waren [12]. 
 
 
 
1.2.4 Pathogenese  
In der Pathogenese des MM spielen genetische Veränderungen eine 
essentielle Rolle [13]. Hierunter fallen die Monosomie 13, Trisomien der 
Chromosomen 3, 5, 7, 9, 11, 15 und 19, sowie verschiedene 
Translokationen. Die Translokationen betreffen in der Regel den 
Schwerkettenlokus der Immunglobuline (IgH Lokus) auf Chromosom 14, 
dabei handelt es sich meist um die t(11;14)(q13;q32). Es sind aber auch 
andere Translokationen wie die t(4;14)(p16;q32) und t(14;16)(q32;q23) 
möglich. Diese Translokationen führen zu einer Überexpression von Proto-
Onkogenen wie cyclin D1 bei der t(11;14)(q13;q32) oder fibroblast-growth-
factor-receptor 3 (FGFR3) bei der t(4;14)(p16;q32). Außerdem sind 
Deletionen von Chromosom 13q und Mutationen von p53 und dem ras-Gen 
beim MM zu beobachten, wobei letztere seltener sind. Diese Vielzahl von 
genetischen Veränderungen hat zu der Ansicht geführt, dass es sich bei der 
Entwicklung des MM um einen molekularen Mehrstufenprozess handelt [14]. 
Hierbei wird eine Translokation des Chromosoms 14q als Primärereignis 
gesehen, welche auf Dauer zur Entstehung einer malignen Plasmazelle 
führt. Ab hier besitzt der Klon eine chromosomale Instabilität, von der aus es 
zu weiteren Abberationen, einer Vermehrung der neoplastischen 
Plasmazelle und zu einer Progredienz der Erkrankung kommt (siehe 
Abbildung 1) [14].  
Wenn man berücksichtigt, dass epigenetische Veränderungen den gleichen 
Effekt haben wie genetische, die Ausschaltung von Tumorsuppressorgenen,  
rücken epigenetische Veränderungen genauso in den Fokus der 
Pathogenese wie genetische. Aberrante Methylierung von Promotoren 
sowie die transkriptionelle Suppression der Genen konnte für wichtige Gene 
wie p16, p15, suppressor of cytokine signaling-1 (SOCS-1), death-
associated-protein kinase-1 (DAPK1) und retinoid-acid-receptor-β-2 
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(RARbeta2) gezeigt werden [15]. Besonderes Augenmerk liegt auf der 
epigenetischen Modifikation von Tumorsuppressorgenen.  
 
Abbildung 1: Modell des Mehrstufenprozesses (nach Hallek et. al. [14]). Als erster Schritt in dem 
Mehrstufenmodell wird eine Translokation des Chromosoms 14q angesehen. Im weiteren Verlauf 
kommt es zunächst zu einer Deletion von Chromosom 13q. Beim Schritt zu einem intramedullären 
Myelom kommt es häufig zu einer ras Mutation, später zu einer Dysregulation von myc und zuletzt zu 
einer p53 Mutation.  
 
 
 
1.2.5 Pathophysiologie 
Die normale Plasmazelle entsteht aus der B-Zellreihe. Im KM bildet sich aus 
der Vorläufer-B-Zelle nach funktionellem rearrangement der Gene für die 
leichten und schweren Ketten der Immunglobuline ein unreifer B-Lymphozyt. 
Nach weiterer Differenzierung wandert diese Zelle in periphere 
Lymphorgane, wie z.B. die Milz. Dort wird die Zelle von Antigenen stimuliert 
und entwickelt sich entweder zu einem Plasmoblasten oder wandert ins 
Keimzentrum eines lymphatischen Organs. Die Plasmoblasten reifen weiter 
zu kurzlebigen (3 Tage) Plasmazellen, die Immunglobuline der Klasse M 
sezernieren. Die ins Keimzentrum gewanderten Zellen unterliegen einer 
hyperaktiven Antigenstimulation, wodurch es in der Folge zu einem 
Immunglobulinklassenswitch kommt. Daraufhin kehrt die Zelle ins KM 
zurück und differenziert zur reifen langlebigen (30 Tage) Plasmazelle [16]. 
 
Normale 
Plasmazelle 
  MGUS Intramedulläres Myelom
Extramedulläres 
Myelom 
14q-
Translo
kation 
Chromosomale 
Instabilität 
Deletion von 13q
ras 
Mutation
Dysregulation von 
myc 
p53 Mutation 
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Die maligne Plasmazelle befindet sich in der Regel im KM und steht in enger 
Beziehung zu den Stromazellen. Nur selten oder im Stadium der 
Plasmazell-Leukämie (PZL) finden sich vermehrt maligne Zellen in der 
Peripherie. Wenn dies der Fall ist, ist die Erkrankung schon weit 
fortgeschritten und als prognostisch ungünstig zu bewerten.  
Im Gegensatz zu normalen Plasmazellen lebt die Myelomzelle länger und 
sezerniert weniger Antikörper [16].  
Das MM erzielt seinen Überlebens- und Wachstumsvorteil sowie seinen 
Schutz vor Apoptose durch drei Mechanismen: Dysregulation des 
Zellzyklus, Suppression der Apoptose und durch Ausschüttung von 
Zytokinen.  
Die Knochenmarksproben von MM Patienten wiesen erhöhte mRNA Spiegel 
von wichtigen Genen auf, die den Zellzyklus kontrollieren, wie Cyclin D1 und 
Cyclin D3 [17]. Dieser Befund lässt sich leicht nachvollziehen, wenn man 
bedenkt, dass einige Translokationen des IgH Lokus direkt eine 
Dysregulation des betreffenden Cyclins zur Folge haben wie t(11;14), oder 
t(6;14) [16]. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist der Verlust von 
Zellzyklusregulatoren wie p15, p16 und p73 durch Hypermethylierung [15], 
welcher gleichbedeutend mit einer transkriptionellen Inaktivierung ist [18]. 
Hierdurch kommt es zu einer vermehrten Proliferation der malignen Zelle 
und einer schnelleren Progression der Erkrankung. 
Die Apoptose wird ebenfalls über mehrere Wege beeinflußt. Zum einen 
findet man bei wichtigen Genen für die Apoptose, wie DAPK1 
Promotorhypermethylierung [15], zum anderen konnte eine Überexpression 
von bcl-2 beim MM gezeigt werden, welche vor der Dexamethason-
induzierten Apoptose schützt [19]. 
Von zentraler Bedeutung für das MM ist die Beziehung von MM Zellen mit 
den Knochenmarksstromazellen (KMSZ) und die damit verbundene 
Zytokinsekretion. Hierbei ist Interleukin-6 (IL-6) eine zentrale Drehscheibe, 
welches als Hauptfaktor für Proliferation und Schutz vor Apoptose gilt [16]. 
IL-6 wird von KMSZ und vom MM Zellen sezerniert und aktiviert 
verschiedene Signalwege in MM-Zellen, welche die Proliferation anregen 
und die Apoptose verhindern [16].  
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Weitere wichtige Faktoren sind nuklear-Faktor-kappa-Beta (NFkB), Insulin-
like-growth-factor-1 (IGF-1), vascular-endothelial-growth-factor (VEGF),   
tumor-growth-factor-β (TGF-β) und tumor-necrose-factor (TNF), welche alle 
in der Pathogenese des MM eine Rolle spielen [20].  
Ein weiterer zentraler Prozess ist die Destruktion des Knochens. Während 
manche solide Tumore wie z.B. das Mamma-Karzinom osteolytische und 
osteoblastische Metastasen bilden, findet man beim MM ausschließlich 
osteolytischen Knochenbefall. Die Pathogenese dieses Prozesses ist noch 
nicht definitiv geklärt, jedoch gibt es zahlreiche Faktoren, die hierbei eine 
Rolle spielen sollen. Als sicher gilt inzwischen, dass die osteolytische 
Aktivität des MM nicht nur durch eine Stimulation der Osteoklasten, sondern 
auch durch eine Inhibition der Osteoblasten verursacht wird [21]. 
Kernelemente hierfür sind der Osteoklasten-aktivierende-Faktor (OAF), 
Osteoprogretin (OPG) und der Osteoprotegrin-Ligand (auch RANKL 
genannt) [16]. Der OAF wird durch eine Reihe von Zytokinen stimuliert wie 
IL-1, VEGF, macrophage-inhibitory-protein-α (MIP-α) und TNFα, welche in 
hohem Maße auch direkt vom MM ausgeschüttet werden oder deren 
Sekretion induziert wird [22]. OPG und RANKL hingegen bilden ein 
Gleichgewicht, in dem RANKL für die osteklastische Aktivität und OPG für 
die osteoblastische Aktivität verantwortlich ist. Die Zellen des MM stören 
dieses Gleichgewicht, indem sie die Produktion von RANKL induzieren und 
die Produktion von OPG inhibieren [16]. 
 
1.2.6 Immunphänotyp 
Neben der Bildung von monoklonalen Immunglobulinen zeichnen sich die 
Zellen des MM durch ein bestimmtes Muster von Oberflächenproteinen aus. 
Dieses Muster ist in gewissen Teilen mit dem der normalen Plasmazelle 
identisch, aber unterscheidet sich für andere Oberflächenproteine 
charakteristisch von dem der normalen Plasmazelle. 
Gemeinsame Oberflächenantigene sind z.B. CD138, CD40 und CD38. 
Unterschiede bestehen insbesondere in der Expression von CD56 und dem 
Fehlen von CD19, CD27 und CD34 auf der MM Zelle. Weitere wichtige 
Marker sind CD45 und CD221, wobei ein Verlust von CD45 eine eher 
ungünstige Prognose für die Erkrankung hat [23]. 
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1.2.7 Diagnose 
Die Diagnose des MM wird durch eine Reihe von Untersuchungen und mit 
Hilfe der Diagnosekriterien von Durie gestellt. Abzugrenzen vom MM sind 
zum einen die Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) und 
das smoldering myeloma (SM). 
Um die Diagnose eines  MM stellen zu können, sind mehrere 
Untersuchungen unverzichtbar. Hierzu gehören ein komplettes Blutbild mit 
Differentialblutbild,  Serumparameter (wie Kalium, Gesamteiweiß, Albumin, 
Eisenstatus, Kreatinin, Harnsäure, LDH, β2-Mikroglobulin und CRP), eine 
Serumprotein-Elektrophorese, quantitative Bestimmung der Immunglobuline 
im Serum, Immunfixation im Serum und im Urin, Urinstatus, Quantifizierung 
der Eiweißausscheidung im 24 h Urin, radiologischer Skelettstatus (Röntgen 
der Extremitätenknochen, Schädel, Wirbelsäule, Becken), MRT der 
Wirbelsäule, sowie Knochenmarkaspiration und –biopsie (Zytologie, 
Histologie, Zytogenetik einschließlich Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
(FISH), immunologische Typisierung, Zellproliferation) [12]. 
Unter Berücksichtigung der Ergebnisse aus den oben aufgeführten 
Untersuchungen lässt sich nun eine verlässliche Aussage darüber treffen, 
ob es sich um ein MM oder um eine Variante des MM handelt. Die Diagnose 
wird anhand der Kriterien von Durie (siehe Tabelle 1) gesichert [24].  
 
 
 
Tabelle 1: Diagnosekriterien [24] 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Diagnosekriterien des Multiplen Myeloms nach Durie 
Majorkriterien: 
   I Plasmazelltumor 
   II Knochemarksplasmozytose > 30% 
   III Monoklonales IgG  > 35 g/dl 
        oder 
        Monoklonales IgA > 20 g/dl 
        oder 
        Bence-Jones-Proteinurie > 1 g/24 h 
Minorkriterien:
   a Knochenmarksplasmozytose 10 - 30% 
   b Monoklonales IgG  < 35 g/dl 
      oder 
      Monoklonales IgA < 20 g/dl 
   c Lytische Knochenläsionen 
   d Suppression der polyklononalen Immun-     
      globuline 
 
Die Diagnose eines MM lässt sich mit Sicherheit stellen, wenn mindestens ein 
Majorkriterium und ein Minorkriterium (nicht möglich I+a, II+a, III+b) oder 3 Minorkriterien 
erfüllt sind. 
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Tabelle 2: Stadieneinteilung des MM nach Durie und Salmon [24] 
Stadium Kriterien 
 
Stadium I 
 
Es müssen alle Kriterien erfüllt sein: 
- Hämoglobin > 10 g/dl 
- Serum-Calcium im Normbereich 
- Radiologisch normale Knochenstruktur oder 
solitäre Osteolyse 
- Niedriges Paraprotein (IgG < 5 g/dl  bzw.        
IgA < 3 g/dl bzw. Leichtkettenausscheidung im 
Harn < 4 g/24 h) 
 
Stadium II 
 
Befunde die weder dem Stadium I noch dem Stadium III 
entsprechen 
 
 
Stadium III 
 
Zumindest ein Kriterium muss erfüllt sein: 
- Hämoglobin < 8,5  g/dl 
- Erhöhtes Serum-Calcium ( > 12 mg/dl) 
- Radiologisch fortgeschrittene osteolytische 
Knochenläsionen 
- hohes Paraprotein  (IgG > 7 g/dl bzw.            
IgA > 5 g/dl bzw. Leichtkettenausscheidung   
im Harn  > 12 g/ 24 h) 
 
 
Subklassifikation  
 
A 
 
Serumkreatinin < 2 mg/dl 
 
B 
 
Serumkreatinin > 2 mg/dl 
 
 
Die Stadieneinteilung erfolgt durch die Klassifikation nach Salmon und Durie 
(Tabelle 2) [24].  
Bei einem MGUS besteht zwar ein Paraprotein, jedoch unter einer 
bestimmten Konzentration (im Serum IgG < 35 g/l, IgA < 20 g/l, oder im Urin 
Leichtketten < 1 g/24 h), zudem liegt kein Mangel der anderen 
Immunglobuline vor. Weiterhin darf der Plasmazellanteil im KM nicht größer 
als 10 % sein und es dürfen keine Osteolysen vorliegen. Hieraus ergibt sich 
auch, dass die meisten Patienten mit einem MGUS asymptomatisch sind. 
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Ein MGUS ist nicht behandlungsbedürftig und kann über viele Jahre stabil 
bleiben. Jedoch sollten regelmäßige Kontrolluntersuchungen durchgeführt 
werden, um eine Progression in ein manifestes MM oder eine andere 
lymphoproliferative Erkrankung auszuschließen. Die Wahrscheinlichkeit 
eines Progress liegt bei ca. 1 % der Patienten pro Jahr [25]. 
Das SM ist durch einen M-Gradienten von < 3,5 g/dl oder bei einem 
IgG < 2,0 g/dl bei mehr als 10 % Knochenmarksplasmazellen charakterisiert. 
Auch diese Patienten können über Jahre stabil bleiben, und es besteht 
keine Behandlungsindikation [12], jedoch sollten regelmäßig 
Kontrolluntersuchungen durchgeführt werden, um eine Progression 
frühzeitig zu erkennen. 
 
1.2.8 Therapie 
Trotz der Entwicklung neuer Medikamente zur Therapie des MM ist dieses 
immer noch nicht kurativ behandelbar. Dies gilt auch für frühe Stadien des 
MM, weil bisher kein Überlebensvorteil für Patienten gesichert werden 
konnte, die schon im Stadium I oder im Stadium II mit geringer Tumormasse 
therapiert wurden [12]. Gleiches gilt für die MGUS und das SM.  
Die Therapieindikation stellt sich für Patienten in einem progredient 
verlaufenden Stadium II und in einem Stadium III [12]. Basis der Therapie 
ist, wie bei fast allen malignen hämatopoetischen Neoplasien eine 
systemische Chemotherapie. Hierbei stehen grundsätzlich die 
konventionelle Chemotherapie und die Hochdosistherapie mit 
anschließender autologer Stammzelltransplantation (ASZT) zur Verfügung 
[25]. Bei der ASZT wird nach Erreichen eines Plasmazellanteils von weniger 
als 10 % im KM eine Hochdosis-Chemotherapie (z.B. mit Cyclophosphamid) 
durchgeführt, in deren Anschluss man in der Phase der hämatopoetischen 
Regeneration eine periphere Stammzellapharese vornimmt. Als nächster 
Schritt folgt eine myeloablative Hochdosis-Chemotherapie mit Melphalan. 
Nach der myeloablativen Hochdosistherapie erfolgt die Stamm-
zelltransplantation. 
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1.2.8.1 Konventionelle Chemotherapie 
Ein Meilenstein der konventionellen Chemotherapie des MM war das 
Alexanian Schema mit Melphalan und Prednison. Mit dieser Therapie kann 
eine Remissionsrate von ungefähr 50 % induziert und eine 
Lebensverlängerung von 3 Jahren im Median erzielt werden. Jedoch sind 
komplette Remissionen selten, da meistens nur ein Plateau des 
Paraproteins erreicht wird. Hier erzielt eine Fortführung der Therapie keinen 
weiteren Vorteil im Vergleich zu einer Therapiepause. Die Hauptprobleme 
dieser Chemotherapie liegen in der Myelosuppression und der 
Stammzelltoxizität, welche den Einsatz bei Patienten mit 
Blutbildveränderungen oder Patienten, die vor einer Stammzellsammlung 
vor ASZT stehen, schwierig macht [25]. 
Als Alternativen zum Alexanian Schema sind die verschiedenen 
Polychemotherapien etabliert worden. Hierbei stehen das Schema mit 
Vincristin + Doxorubicin + Dexamethason (VAD) und seine Varianten, 
Vincristin + Carbamustin + Doxorubicin + Prednison (VCAP), Vincristin + 
Bleomycin + Doxorubicin + Prednison (VBAP) im Vordergrund. Es konnten 
zwar höhere Remissionsraten erzielt werden, allerdings waren diese nicht 
von langer Dauer. Insgesamt konnte kein signifikanter Vorteil für das 
Gesamtüberleben für die alleinige Polychemotherapie gegenüber dem 
Alexanian Schema aufgezeigt werden. Relevant ist hierbei, dass das VAD 
Schema keine negative Wirkung auf den Pool der hämatopoetischen 
Stammzellen hat, wodurch es zur Therapie vor Stammzellsammlung 
geeignet ist [25]. 
 
1.2.8.2 Hochdosis-Chemotherapie mit anschließender ASZT 
Nach Erreichen eines guten zytologischen und histopathologischen 
Response im Knochenmark, nach vorherigen Polychemotherapie, wird eine 
Hochdosis-Chemotherapie (z.B. mit Cyclophosphamid) durchgeführt. Im 
Anschluss wird in der Phase der hämatopoetischen Regeneration unter 
Stimulation mit Granulocyte-colonisation-stimulation-factor (G-CSF) eine 
periphere Stammzellkollektionierung vorgenommen. Nach ausreichender 
Erholung des Patienten erfolgt eine myeloablative Hochdosis-
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Chemotherapie mit Melphalan, und im Anschluss die Transplantation der 
Stammzellen.  
Durch dieses Therapieschema kann eine komplette Remission in 40 % der 
Fälle erreicht werden. Ebenfalls konnte eine signifikante Verlängerung des 
Gesamtüberlebens gesichert werden [25]. 
Die Hochdosis-Chemotherapie ist aber kein Therapieansatz, der für jeden 
Patienten in Frage kommt. Ab dem 65. Lebensjahr (LJ) ist die Therapie mit 
ihren Nebenwirkungen nur bei einem gutem Allgemeinzustand und ohne 
wesentliche Begleiterkrankungen des Patienten vertretbar [25]. 
Eine weitere Verbesserung der kompletten Remissionsraten und des 
Gesamtüberlebens konnte mit einer Tandemtransplantation (einer weiteren 
Hochdosischemotherapie mit anschließender ASZT nach erster ASZT) 
erreicht werden. Besonders bei Fehlen prognostisch ungünstiger Marker 
konnten hiermit besonders gute Ergebnisse erzielt werden [25], wenn nach 
der ersten ASZT keine komplette Remission erreicht werden konnte. 
Die allogene Knochenmarktransplantation ist nur für Patienten unter 50 
Jahren eine Therapiemöglichkeit. Mit ihr werden Remissionsraten bis zu 40 
% beobachtet, jedoch liegt die transplantationsassoziierte Mortalität deutlich 
höher als bei der ASZT [25]. Eine weitere Therapiemöglichkeit im Rahmen 
der ASZT besteht in der Infusion von Spenderlymphozyten. Bei diesem 
Ansatz nutzt man den Graft-versus-Myeloma Effekt aus und konnte so 
selbst bei Patienten mit ungünstigem Risikoprofil eine Remission erreichen. 
Allerdings lag die Rate von chronischen Graft-versus-Host Reaktionen hier 
sehr hoch [26]. Ein besonderer Fall ist eine Transplantation durch einen 
eineigigen Zwilling, eine syngene Transplantation. 
 
1.2.8.3 Erhaltungs- und Rezidivtherapie 
Durch eine Erhaltungstherapie nach Erreichen einer Remission konnten die 
Länge der Remission und die mediane Überlebenszeit verlängert werden. In 
Metanalysen hatte sich früher Interferon α hierbei etabliert und führte zu 
einer Remissionsverlängerung von 4-6 Monaten und einem längerem 
medianem Überleben von 7 Monaten [25]. Jedoch war die Therapie mit 
erheblichen Nebenwirkungen verbunden. Bei einem Rezidiv, das einer 
Plateauphase oder einer Remission von mindestens 6 Monaten folgt, sollte 
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man erneut mit der Initialtherapie behandeln oder eine 
Knochenmarkstransplantation anstreben [25]. Eine weitere Möglichkeit 
besteht in der Therapie mit neuen Substanzen wie Immunmodulatoren oder 
Proteasominhibitoren, welche im Folgenden im Detail besprochen werden. 
 
 
 
1.2.8.4 Neue Substanzen 
Die neuen Substanzen zur Therapie des MM setzen sich aus drei Gruppen 
zusammen: 1. Immunmodulatoren, 2. Proteasominhibitoren und 3. 
molecular targeted therapy.  
Zur ersten Gruppe der Immunmodulatoren gehören die Substanzen 
Thalidomid und Lenalidomid. Thalidomid hat in der Monotherapie bei 
Patienten mit Rezidiv eine Ansprechrate von 32 % aufgezeigt. Sowohl in 
Kombination mit Dexamethason [25] als auch mit pegyliertem Doxorubicin 
[27] oder mit Melphalan [28] konnten die Ansprechraten noch weiter 
verbessert werden. Die wesentlichen Nebenwirkungen von Thalidomid sind 
eine teratogene Wirkung, Müdigkeit, Obstipation, thromboembolische 
Komplikationen und als dosislimitierender Faktor die periphere 
Polyneuropathie [25]. 
In ersten Studien konnte Lenalidomid bei mehhrfach vorbehandelten 
Patienten ein objektives Ansprechen von 91 % erzielen. Als Nebenwirkung 
zeigten sich keine Müdigkeit, aber eine periphere Neuropathie, jedoch war 
eine hochgradige Myelosuppression dosislimitierend [25]. Seit 2007 ist 
Lenalidomid zur Therapie des MM in Europa zugelassen [29]. 
Bortezomib gehört zur Klasse der Proteasominhibitoren. In Studien konnte 
eine Gesamtansprechrate von 35 % erzielt werden, die wie bei Thalidomid 
in Kombination mit Dexamethason oder in Kombination mit Doxorubicin 
noch verbessert werden konnte. Die wichtigsten Nebenwirkungen waren 
gastrointestinale Beschwerden, Müdigkeit, periphere Neuropathie und 
Myelosuppression (besonders Thrombozytopenie) [30]. 
Mit der Entdeckung von Imatinib für die CML wurde eine neue Ära von 
Therapiemöglichkeiten eingeleitet, die der molecular targeted therapy. Wie 
bei vielen anderen Krebserkrankungen versucht man auch beim MM immer 
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mehr auf molekularer Ebene einzugreifen. Das enge Zusammenspiel von 
MM Zellen und KMSZ, sowie die essentielle Wirkung von Zytokinen und 
Wachstumsfaktoren sind hierbei Angriffspunkte.  
Zu den neuen Substanzen die in Studien, und teilweise noch in Labor 
erprobt werden, gehören IGF-1 Rezeptor Inhibitoren, Farnesyltransferase 
Inhibitoren, VEGF Inhibitoren, FGFR-3 Inhibitoren, TGF-β Inhibitoren und 
Histondeacetylase-Inhibitoren (HDAC-Inhibitoren).  
Eine weitere Substanz die untersucht wird, ist Arsentrioxid, welche schon 
Effekte bei der Promyelozytenleukämie gezeigt hat und in Studien eine 
Reduktion des Paraproteins erreicht hat [31]. 
 
1.2.8.5 Supportive Therapie  
Als erster Bestandteil ist hier die Strahlentherapie zu nennen. Die 
Strahlentherapie ist indiziert bei der Behandlung von ossären Schmerzen, 
Prävention oder Therapie von pathologischen Frakturen sowie bei Therapie 
von Plasmazelltumoren. Außerdem wird sie additiv zur Laminektomie bei 
intraspinalen Plasmazelltumoren angewendet. Bei Knochenschmerzen 
profitieren insgesamt viele Patienten von einer Strahlentherapie. Essentiell 
ist inzwischen auch die Therapie mit Bisphosphonaten, wodurch die Rate an 
pathologischen Frakturen und Knochenschmerzen deutlich verringert 
werden konnte [25]. Weiterhin beugt eine Therapie mit Bisphosphonaten 
einer Hypercalciämie vor. 
Weitere wichtige supportive Maßnahmen sind die Transfusion von 
Erythrozyten- und Thrombozytenkonzentraten sowie die Gabe von 
Wachstumsfaktoren wie G-CSF, besonders in der Phase der 
postzytostatischen Panzytopenie. In dieser Phase sollte außerdem eine 
prophylaktische Antibiotikatherapie erfolgen. Ein essentieller Bestandteil ist 
die Schmerztherapie, hierbei haben sich insbesondere transdermale 
Morphinpflaster bewert. 
Als letztes sollte für eine ausreichende Flüssigkeitszufuhr gesorgt werden, 
um Komplikationen wie Hyperkalziämie und renaler Insuffizienz 
vorzubeugen [25]. 
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1.3 Epigenetik 
Während sich in den 80er und 90er Jahren die Medizin bezüglich der 
Tumorgenese hauptsächlich auf genetische Veränderungen wie Mutationen, 
Deletionen und Translokationen konzentrierte, rückt die Epigenetik immer 
mehr ins Interesse der Forschung [18]. 
Der Begriff Epigenetik umfasst Mechanismen der DNA-Modifikation, welche 
keine Veränderung der Primärsequenz der DNA zur Folge haben. Hierzu 
gehören unter anderem die DNA-Methylierung, Histon-Methylierung, Histon-
Acetylierung und die Histon-Phosphorylierung. Die am Besten 
charakterisierten epigenetischen Mechanismen sind die DNA-Methylierung 
und die Histon-Acetylierung [32].  
 
 
1.3.1 DNA-Methylierung 
Einer der am besten charakterisierten epigenetischen Veränderungen ist die 
DNA-Methylierung. Hierbei wird die Base Cytosin im Bereich der 
Basensequenz Cytosin-Guanin in Promotorregionen, welche auch als CpG 
(Cytosin preceding-guanosine)-Dinukleotid bezeichnet wird, am C5-Atom zu 
5´-Methylcytosin methyliert. Dies geschieht durch DNA-Methyltransferasen 
(DNMT), denen S-Adenosyl-Methionin (SAM) als Methylgruppendonator 
dient [33] (Abbildung 2). Es gibt drei verschiedene DNMT: DNMT-1, DNMT-
3a und DNMT-3b. Für den Erhalt des globalen Methylierungsmusters ist die 
DNMT-1 verantwortlich. Für die de novo Methylierung bei epigenetischen 
Prozessen hingegen spielen die DNMT-3a und DNMT-3b die entscheidende 
Rolle [34]. 
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Abbildung 2: Enzymatische DNA-Methylierung an der C5-Position des Pyrimidin-Rings der DNA-Base 
Cytosin im Bereich von CpG-Dinukleotiden durch DNA-Methyltransferasen. 
 
Die so genannten CpG-Dinukleotide sind statistisch gesehen seltener als zu 
erwarten. Jedoch findet sich oft eine Anhäufung von CpG-Dinukleotiden in 
Form von CpG-Inseln in Promotorregionen. Solche CpG-reichen 
Promotorregionen kommen bei ungefähr der Hälfte von menschlichen 
Genen vor. CpG-Dinukleotide, welche nicht in solchen Inseln lokalisiert sind, 
sind zu 80 % methyliert. Befinden sie sich jedoch in einer CpG-Insel, sind 
sie meistens unmethyliert  [18].   
Physiologisch vorkommende DNA-Methylierung ist für die normale 
embryonale Entwicklung, die Inaktivierung des zweiten X-Chromosoms der 
Frau und beim „genomic imprinting“ von Bedeutung [35-37]. Weiterhin 
besteht durch DNA-Methylierung ein Schutz vor parasitären und retroviralen 
Sequenzen [38]. 
Die Relevanz der DNA-Methylierung ergibt sich aus ihrer Rolle im Bereich 
von Genexpression und Chromatinstruktur [35, 37]. Schon vor mehr als 
20 Jahren erkannten Feinberg und Vogelstein [39], dass Tumorzellen stark 
veränderte Methylierungsmuster aufweisen. Tumorzellen sind durch eine 
globale Hypomethylierung gekennzeichnet [40], welche zu einer 
funktionellen Instabilität von Chromosomen, Reaktivierung von 
Transposomen sowie retroviralen Sequenzen und zum Verlust des 
Genprägungsmusters führen kann [41]. Ein Gedanke war, dass vorher 
hypermethylierte CpG-Inseln von Onkogenen durch die Hypomethylierung 
eine höhere transkriptionelle Aktivität aufweisen [42]. Jedoch betrifft diese 
Hypomethylierung hauptsächlich Introne und repetitive Sequenzen und nicht 
die CpG-Inseln im Bereich von Promotorregionen [39, 40]. 
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Promotorregionen in malignen Zellen sind sogar hypermethyliert [18, 33, 35, 
43]. Diese Hypermethylierung führt zusammen mit den vorher genannten 
anderen epigenetischen Veränderungen wie der Histon-Acetylierung und 
Histon-Methylierung zu einer Konformationsänderung der DNA und zu einer 
transkriptionellen Inaktivierung. Durch diese Mechanismen können wichtige 
Gene für die Zellzyklus-Regulation, DNA-Reparatur oder Apoptose 
ausgeschaltet werden [18]. 
 
 
1.3.2 Histon-Modifikationenen  
Die menschliche DNA liegt mit Ausnahme der mitochondrialen DNA in 
kondensierter Form als Chromatin im Zellkern vor. Dort ist sie an 
Histonproteine gebunden, welche epigenetischen Veränderungen 
unterliegen können.  
Die vier Histonproteine H2A, H2B, H3 und H4 liegen jeweils als Dimere vor 
und bilden ein Oktamer. Um dieses Oktamer windet sich jeweils ein ca. 
140 -150 Basen langer DNA Abschnitt. An den einzelnen Histonen befinden 
sich freie Histonarme. Abhängig vom Zustand (acetyliert, methyliert, 
phosphoryliert) der freien Arme der Histone, ergibt sich daraus eine 
Konformationsänderung für die DNA. Diese kann so in einer eher geöffneten 
oder einer eher geschlossenen Form vorliegen. Hieraus ergibt sich nach der 
Histon-Code-Hypothese, dass diese Modifikationen entscheidenden Einfluss 
auf Genexpression und transkriptionelle Aktivität von bestimmten DNA-
Abschnitten haben [44, 45]. 
Die Acetylierung wird von Histonacetyltransferasen (HAT) und die 
Deacetylierung von Histondecatylasen (HDAC) übernommen. Generell gilt, 
dass die acetylierte Form der Histone zu einer offeneren Chromatinstruktur 
und damit zur Aktivierung der Transkription führt, wohingegen eine 
Deacetylierung der Histone zu einer Chromatinkondensation führt und eine 
transkriptionelle Inaktivierung zur Folge hat [46].  
Eine weitere Modifikation der Histone stellt die Methylierung von Lysinen am 
N-terminalen Ende des Histons 3 dar. Während die Methylierung von 
Lysin 9 (auch als H3-K9 bezeichnet) und 27 (auch als H3-K27 bezeichnet) 
mit einer eher geschlossenen Chromatinstruktur einhergeht, steht die 
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Methylierung vom Lysin 4 (H3-K4) am Histon H3 für eine offene 
Chromatinstruktur [47]. Die Modifikation von Histonen und ihren freien 
Armen kann also, ebenso wie die DNA-Methylierung, entscheidenden 
Einfluss auf die transkriptionelle Aktivität nehmen.  
Durch das Zusammenspiel von Promotorhypermethylierung, Histon-
Deacetylierung und Methylierung von H3-K9 und H3-K27 kann die maligne 
Zelle einen entscheidenden Überlebensvorteil durch Inaktivierung von 
Tumorsuppressorgenen erwerben. Alle diese epigenetischen Ereignisse 
führen zu einer Konformationsänderung der DNA und zu einer 
transkriptionellen Inaktivierung, was einer Ausschaltung durch eine Deletion 
oder Mutation gleichkommt [18, 32, 48].  
Aufgrund dieser Erkenntnisse, und unter Berücksichtigung der Knudson 
„two-hit-hypothesis“ kann man genetische und epigenetische 
Veränderungen in Rahmen der Tumorgenese als gleichwertige Faktoren 
ansehen.   
 
1.3.3 Klinische Relevanz epigenetischer Veränderungen   
Die DNA-Methylierung und Histonmodifikation können, wie zuvor 
beschrieben, zusammen eine entscheidende Rolle in der Tumorgenese 
spielen.  
Epigenetische Modifikationen können als ein Mehrstufenprozess verstanden 
werden, welcher am Ende eine geschlossene Chromatinstruktur und damit 
eine transkriptionell inaktive DNA zur Folge hat. Ausgangspunkt ist die 
unmethylierte Promotorregion (Abbildung 3).  
Durch die DNA-Methylierung wird als erstes die Bindung von 
Transkriptionsfaktoren erschwert [33], und im weiteren Verlauf werden 
methylcytosin-binding-proteins (MBP) rekrutiert. Diese MBP binden an die 
methylierten Cytosine und führen so zu einer kompakteren DNA-Struktur. 
Als nächstes werden HDAC rekrutiert [49], welche die freien Arme der 
Histone deacetylieren und zu einer geschlossenen Chromatinstruktur führen 
(Abbildung 4). 
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Abbildung 3: Die einzelnen Kreise stehen für CpG-Dinukleotide. Der normale Methylierungsstatus der 
Zelle ist hier abgebildet. Die weißen  Kreise stehen für unmethylierte Cytosine. Die schwarzen Kreise 
stehen für methylierte CpG Dinukleotide. Wenn der Promotor unmethyliert ist, lagern sich 
Transkriptionfaktoren (TF) und Histonacetyltransferasen (HAT) an, und die Transkription kann 
beginnen. In Bereichen, in denen die CpG-Dinukleotide hauptsächlich methyliert sind, binden Methyl-
Bindende-Proteine (MBP), Histondeacetylasen (HDAC) und DNMT. Abbildung modifiziert nach [18]. 
 
 
 
Abbildung 4: Durch die Methylierung  der CpG-Dinukleotide binden MBP und HDAC an die DNA. 
Somit werden weitere Dinukleotide methyliert und die Bindung von Transkriptionsfaktoren sowie die 
daraus resultierende Transkription ist nicht mehr möglich. Abbildung modifiziert nach [18]. 
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Die transkriptionelle Inaktivierung durch epigenetische Veränderungen 
konnte schon für eine Reihe von wichtigen Genen und den damit 
verbundenen Signalwegen gezeigt werden (siehe Tabelle 3) [50].  
 
Tabelle 3: Wichtige Gene die durch epigenetische Prozesse inaktiviert wurden und ihre Funktionen in 
der Zelle. Tabelle nach [50].  
 
Signalweg Gen 
Zellzykluskontrolle p15, p16, p57, p73 
Zell Invasion und Adhäsion E-cadherin, TIMP-2, TIMP-3 
Apoptoseregulation DAPK1, Caspase 8 
DNA Reparatur O6-MGMT, hMLH1 
Wachstumsregulation RARβ2, SOCS-1, SOCS-3, ER, CRBP1 
 
Im Laufe der Zeit konnte bei immer mehr soliden Tumoren und 
hämatopoetischen Neoplasien das Vorkommen aberranter DNA-
Methylierung nachgewiesen werden. Häufig beschränkt sich die 
Methylierung nicht nur auf ein Gen, sondern zeigt ein gewisses Muster. 
Beim Kolorektalkarzinom konnte z.B. die Hypermethylierung von secreted-
frizzled-related-protein 1 (SFRP 1) und SFRP 2 gezeigt werden [51]. Die 
Erforschung der DNA Methylierung hat inzwischen im Bereich 
hämatopoetischer Neoplasien viele Informationen gesammelt. In diesem 
Bereich gibt es neben einer Vielzahl von Erkenntnissen über den 
Methylierungsstatus (siehe Tabelle 4) [52] auch schon Therapieansätze 
(siehe Kapitel 1.3.4). 
 
Tabelle 4: Hämatopoetische Neoplasien und nachgewiesene hypermethylierte Gene nach [52]. 
 
Erkrankung Hypermethylierte Gene 
Non-Hodgkin-Lymphom DAPK1, p57, p16, O6-MGMT, RARβ2, 
CRBP1 
Multiples Myelom p16, SOCS-1, E-cadherin, p73, DAPK1 
Chronische myeloische Leukämie p15, abl  
Akute lymphatische Leukämie E-cadherin, p16, p15, p73, DAPK1, 
O6-MGMT 
Akute myeloische Leukämie p15, E-cadherin, SOCS-1, p73, DAPK1, 
RARβ2, CRBP1 
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1.3.4 Therapieoptionen  
Trotz vieler Fortschritte im Hinblick auf die molekularen Abläufe und 
Ursachen der malignen Entartung einer Zelle, sind die therapeutischen 
Möglichkeiten für Krebserkrankungen begrenzt. Die Therapieoptionen für 
spezifische genetische Veränderungen sind, wenngleich mit Substanzen wie 
Imatinib und Trastuzumab ein Anfang gemacht wurde, noch weiter zu 
erforschen. 
Ein ganz neues Feld bieten epigenetische Veränderungen, da diese 
reversibel sind. Angriffspunkte bieten hier die DNA-Methylierung, die Histon-
Acetylierung und die Histon-Methylierung (siehe Abbildung 5). 
Ein therapeutischer Ansatz liegt in der Gabe von 5-Aza-2´-deoxycytidin 
(DAC) oder 5-Azacytidin (AZA). DAC ist schon seit langem in der Onkologie 
bekannt und wurde erstmals in den 60er Jahren bei hämatologischen 
Neoplasien eingesetzt. Damals wurde DAC in hoher oder mittlerer Dosis 
verabreicht. Aufgrund erheblicher hämatologischer und nicht 
hämatologischer Nebenwirkungen war der Einsatz nur begrenzt und der 
Erfolg nur gering [53, 54]. Aus diesen Gründen verschwanden DAC und 
AZA für lange Zeit als Therapieoptionen. In den 80er Jahren erkannte man 
das demethylierende Potential dieser Medikamente. In vitro Versuche 
zeigten, dass DAC und AZA als Cytosin-Analoga in die DNA eingebaut 
werden und die DNMT-1 irreversibel hemmen. Zum einen werden somit die 
methylierten Cytosine in der DNA ersetzt und zum anderen wird die DNMT-
1, welche für die Erhaltung des Methylierungsstatus verantwortlich ist, 
gehemmt. Hier wird aber auch klar, dass die Wirkung dieser Medikamente 
sich nur auf teilende Zellen beschränkt [55]. Neu ist hierbei, dass DAC und 
AZA in niedriger Dosis verabreicht werden und ein eher günstiges 
Nebenwirkungsprofil aufweisen. Einige Phase II Studien konnten viel 
versprechende Ergebnisse für die Therapie von akuten myeloischen 
Leukämien (AML) und myelodysplastischen Syndromen (MDS) mit AZA und 
DAC vorweisen [56, 57]. Die positiven Ergebnisse konnten auch in Phase III 
Studien bestätigt werden [58, 59]. Neben Studien zu AML und MDS wurde 
auch die Wirkung von DAC bei der CML erforscht, hierbei konnten auch viel 
versprechende Ergebnisse erzielt werden [60]. Ein neuer Therapieansatz 
besteht möglicherweise in der Kombination von DAC mit Imatinib [61]. 
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Insgesamt haben die zahlreichen Studien auch zur Zulassung von AZA und 
DAC durch die Food and Drug Administration (FDA) für die Therapie von 
Patienten mit MDS geführt [58, 62].  
Als neue Substanz wird momentan MG98, ein Antisense Oligonukleotid der 
DNMT-1, in der Therapie erforscht [63]. 
Ein weiterer Angriffspunkt ist die Hemmung der Histon-Acetylierung. 
Insgesamt gibt es elf verschiede HDAC-Enzyme, die allerdings nicht von 
allen Substanzen inhibiert werden. Die HDAC-Inhibitoren können in vier 
Substanzklassen unterteilt werden: 1. kurzkettige Fettsäuren (Phenylbutyrat 
(PB), valproic acid (VPA)), 2. Hydroxamsäure Derivate (Trichostatin A 
(TSA), Suberoylanalide hydroxyamic acid (SAHA)), 3. synthetische 
Benzamid-Derivate (MS-275) und 4. zyklische Peptide (depsipeptide).  
Für VPA konnte in Phase II Studien bei der AML ein Ansprechen gezeigt 
werden [64] und für SAHA konnten positive Ergebnisse für AML, MDS und 
kutane T-Zell-Lymphome gezeigt werden. Ebenso konnten schon Erfolge in 
der Therapie beim MM und Sezary-Syndrom nachgewiesen werden [65].    
Die ganze Bandbreite der Wirkmechanismen von HDAC-Inhibitoren scheint 
noch nicht vollkommen geklärt zu sein, weil sie neben der Hemmung der 
Histon-Deacetylierung auch andere Enzyme wie Transkriptionsfaktoren 
acetylieren können. Fest steht aber, dass durch die Therapie mit HDAC-
Inhibitoren die Apoptose in Leukämie- und Myelomzellen erhöht wird [66].  
In weiteren Studien wurden AZA bzw. DAC mit HDAC-Inhibitoren 
kombiniert, wodurch die Ergebnisse noch verbessert werden konnten. 
Hierbei scheint die Gabe von DAC bzw. AZA vor dem HDAC-Inhibitor von 
Bedeutung zu sein [66].  
Für eine pharmakologische Beeinflussung der Histonmethylierung konnten 
bisher noch keine Substanzen für eine in vivo Einsatz entwickelt werden.  
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Abbildung 5: Hier sind die epigenetischen Faktoren zusammengetragen, von denen die 
transkriptionelle Inaktivierung abhängig ist. In rot sind die Substanzen geschrieben, die als 
Therapieoptionen dienen, indem sie das verantwortliche Enzym hemmen. Fett gedruckt sind die durch 
die FDA zugelassenen Substanzen AZA und DAC. Für die Histon-Methylierung konnte bisher noch 
keine Substanzen für den in vivo Einsatz entwickelt werden. Abbildung modifiziert nach [50]. 
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1.4 Der WNT-Signalweg 
 
1.4.1 Der WNT-Signalweg 
Der Name des WNT-Proteins setzt sich aus dem Namen des Wingless 
Proteins von Drosophila melanogaster und dem Int-1 Protein der Maus 
zusammen [67]. Das Int-1 Protein ist ein Proto-Onkogen bei Mäusen und ist 
ortholog zum Wingless Protein bei Drosophila melanogaster. 
Inzwischen sind 19 verschiedene WNT-Proteine beim Menschen bekannt 
[68]. Einige davon wirken aktivierend, andere hingegen inhibierend. Der 
WNT-Signalweg spielt eine essentielle Rolle in der Zelldifferenzierung, 
Zellproliferation, Zellentwicklung und Apoptose, und ist somit ein wichtiger 
Mechanismus in der Entwicklung und der Erhaltung eines Gleichgewichtes 
zwischen Zellwachstum und Apoptose. Momentan sind vier Signalwege mit 
Beteiligung des WNT-Proteins bekannt. Erstens der kanonische WNT/β-
Catenin Signalweg, zweitens der planare Zellpolaritäts Signalweg (PCP) und 
drittens der Ca²+/Protein-Kinase A Signalweg. Zuletzt spielen WNT Proteine 
bei der Koordination des Mitosespindelapparates eine Rolle, wobei bisher 
nicht klar ist wie dieser Signalweg im Detail abläuft. Der am besten 
erforschte Signalweg ist der kanonische WNT/β-Catenin Signalweg, welcher 
auch als der Entscheidenste für die maligne Entartung angesehen wird [69].   
Diese Arbeit beschäftigt sich ausschließlich mit dem kanonischen 
WNT/β-Catenin Signalweg, welcher durch die Kompetition vom 
WNT-Protein und SFRP um den frizzled Rezeptor (Fz Rezeptor) sowie 
Komplexbildung von WNT-Proteinen mit SFRP Proteinen beeinflusst wird. 
Weitere Inhibitoren des WNT-Signalweges sind Dickkopf (DKK) und der 
WNT-inhibitory-factor (WIF). Die DKK Proteine interagieren mit dem Co-
Rezeptor LRP5/6 und verhindern so die Aktivierung des WNT/β-Catenin 
Signalwegs [70]. Der WIF blockiert den Signalweg durch Bindung an den 
Fz-Rezeptor [71]. Diese Inhibitoren des WNT-Signalweges wirken ebenfalls 
extrazellulär, sind hier aber nur der Vollständigkeit halber erwähnt. 
Die Signalkaskade beginnt mit der extrazellulären Bindung des 
WNT-Proteins an den so genannten Fz-Rezeptor. Dieser ist ein 
transmembranärer Rezeptor mit einer Cystein-reichen-Domäne (CRD), die 
als Bindungsstelle für das WNT-Protein dient. Durch die extrazelluläre 
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Bindung an den Rezeptor und an den low-density-lipoprotein-receptor-
related-protein-receptor 5/6 (LRP 5/6) als Co-Rezeptor wird Dishevelled 
(DVL) intrazellulär durch die casein kinase (CK) 1 bzw. 2 phosphoryliert und 
somit inaktiviert. Als Folge wird die Glykogen-Synthetase-Kinase-3β (GSK-
3β) nicht phosphoryliert. Der Proteinkomplex aus GSK-3β, Axis-Inhibitor 
(AXIN) und Adenomatosis-Polyposis-Coli (APC) kann das β-Catenin nun 
nicht binden und seinerseits β-Catenin nicht phosporylieren. Das β-Catenin 
wird deshalb nicht vom β-tranducin-repeat-containing-protein (β-TRCP) 
erkannt und nicht ubiquityliert, was zum Abbau durch das Proteasom führen 
würde. Das β-Catenin kann in den Nukleus diffundieren. Im Zellkern aktiviert 
β-Catenin, im Zusammenspiel mit T-Cell-Factor (TCF) und lymphocyte-
enhancer-binding-factor (LEF) die Transkription von Zielgenen des WNT-
Signalweges (siehe Abbildung 6) [70, 72, 73]. 
 
  
Abbildung 6: Wenn das WNT-Protein an den frizzled Rezeptor und LRP5/6 bindet, wird keine 
Signalkaskade mit dem Multiproteinkomplex aus AXIN, GSK-3β und APC in Gang gesetzt, wodurch β-
Catenin nicht abgebaut wird und es zu einer Akkumulation von β-Catenin im Zellkern kommt. Als 
Folge dessen wird die Transkription von Zielgenen induziert. Abbildung modifiziert nach [72].  
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Zusammenfassend ergibt sich durch die extrazelluläre Bindung eines 
aktivierenden WNT-Proteins eine Stabilisierung von β-Catenin, welches in 
den Nukleus diffundieren kann und die Transkription einleitet. 
Wenn das WNT-Protein nicht an den Rezeptor bindet, bleibt DVL aktiv und 
dephosphoryliert GSK-3β. Nun kann der Multiproteinkomplex aus GSK-3β, 
AXIN und APC das intrazelluläre β-Catenin phosporylieren. Dieses wird vom 
β-TRCP erkannt und kann ubiquityliert werden. Dies hat zur Folge, dass β-
Catenin durch das Proteasom abgebaut wird und kein β-Catenin in den 
Nukleus wandert. Die Transkription wird folglich nicht eingeleitet (siehe 
Abbildung 7) [70, 72, 73].  
Zusammengefasst kann festgestellt werden, dass die Aktivierung des WNT-
Signalweges zur Induktion von Transkription und Proliferation führt. Wenn 
jedoch keine Bindung am Rezeptor vorliegt, so befindet sich die Zelle im 
Ruhezustand. Bei einer Hypermethylierung der Promotoren der SFRPs wird 
das Gleichgewicht zwischen aktiviertem und inhibiertem WNT/β-Catenin-
Signalweg aufgehoben und es kommt zu einer Überstimulation. Dies hat 
eine unkontrollierte Transkription der WNT-Zielgene zur Folge (siehe 
Abbildung 8) [70, 72, 73]. Wichtige Zielgene des WNT-Siganlweges sind 
z.B. das Proto-Onkogen c-myc, VEGF, TCF-1 und LEF-1. Alle diese 
Zielgene werden durch konsekutive Aktivierung des WNT-Signalweges hoch 
reguliert und unterstützen die maligne Transformation sowie klonale 
Expansion der Zelle [74-77]. 
 
1.4.2 Aufgaben des WNT-Signalweges 
Der WNT-Signalweg spielt eine essentielle Rolle für Zelldifferenzierung, 
Apoptose, Zellentwicklung und Proliferation. Außerdem ist er wichtig für die 
Embryonalentwicklung. Bei der Betrachtung der Tumorgenese rückt er 
aufgrund dieser Aufgaben besonders in den Blickpunkt. Im Folgenden soll 
kurz ein Überblick über die verschiedenen Tumorentitäten gegeben werden, 
bei denen ein Mitwirken des WNT-Signalweges nachgewiesen werden 
konnte. 
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Abbildung 7: Wenn das WNT-Protein nicht am Rezeptor bindet oder der Rezeptor von einem SFRP 
besetzt ist, kann der Multiproteinkomplex β-Catenin binden und dieses vor Eintritt in den Zellkern 
abbauen. Abbildung modifiziert nach [72].  
 
 
1.4.3 Secreted Frizzled Related Proteins  
Es gibt 5 verschiedene SFRPs (SFRP 1, SFRP 2, SFRP 3, SFRP 4, 
SFRP 5), die eine sich in ihrem Aufbau und ihrer Funktion sehr ähneln. Die 
SFRPs sind Antagonisten des WNT-Signalweges, indem sie mit dem WNT 
Protein extrazellulär um die Bindung an der CRD des fz-Rezeptors 
konkurrieren [51]. Wichtig für epigenetische Untersuchungen ist, dass SFRP 
3 als einziges SFRP keine CpG-Insel in seiner Promotorregion besitzt [78]. 
Deswegen spielt SFRP 3 bei der DNA-Methylierung bisher keine Rolle. 
Durch die Bindung von SFRP an den fz-Rezeptor wird der WNT-Signalweg 
(siehe Abbildung 8) geblockt. Dies hat dazu geführt, dass SFRP-Gene als 
Tumorsuppressorgene angesehen werden.  
 
 
 
Plasma Membran 
 LRP5 / 
LRP6 
 
DVL
 β-Catenin 
  APC Axin
 GSK-3β CK1 
 P 
 P
β-Catenin 
 P 
 P 
β-TRCP
Ub 
Ub 
Ub 
Nucleus
Proteasom
β-Catenin 
Fragmente 
  TCF 
Frizzled-Rezeptor 
      SFRP  WNT 
CRD 
 28
 
Abbildung 8: Nach Hypermethylierung von SFRP-Genen kommt es zur transkriptionellen 
Inaktivierung, und zur Überstimulation des Signalweges. Dies führt zur unkontrollierten Transkription 
von WNT-Zielgenen. Abbildung modifiziert nach [72]. 
 
 
Die Hypermethylierung der Promotorregionen von SFRP-Genen konnte 
zuerst beim Kolorektal-Karzinom nachgewiesen werden [51]. In der Folge 
konnte diese aberrante Methylierung auch für weitere solide Tumoren 
gezeigt werden, wie dem Bronchial-Karzinom [79], dem Mamma-Karzinom 
[80], dem hepatozellulären-Karzinom [81], dem Prostata-Karzinom [82], dem 
Blasen-Karzinom [83] und dem Nierenzell-Karzinom [84].  Hierbei ist 
auffällig, dass bei den meisten soliden Tumoren eine Hypermethylierung des 
SFRP 1 Promotors dominant zu sein scheint.  
Die Hypermethylierung der SFRP Promotorregionen scheint eine 
entscheidende Rolle beim Kolorektal-Karzinom zu spielen. Viele dieser 
Tumoren weisen eine Mutation im APC-Gen auf. Außerdem wird bei 90 % 
der Tumoren auch eine Hypermethylierung der Promotoren von SFRP 1 und 
SFRP 2 gefunden [51]. Die Hypermethylierung von SFRP Promotorregionen 
kann als erster Schritt in der Pathogenese des Kolorektal-Karzinoms 
angesehen werden, welcher durch die daraus resultierende Überaktivität 
Plasma Membran 
 
LRP5 / 
LRP6 
 
DVL
 β-Catenin
  APC Axin 
 GSK-3β
β- RCP 
Nucleus 
  TCF 
Frizzled-Rezeptor 
CK1 / CK2  P 
 P 
 β-Catenin 
 β-Catenin 
 β-Catenin 
 β-Catenin 
Transkription
   WNT 
β-Catenin 
 β-Catenin 
 β-Catenin 
 β-Catenin 
 β-Catenin 
 β-Catenin
            SFRP CRD 
 29
des WNT-Signalweges eine Mutation des APC-Gens erleichtert. Hierbei 
fungiert die Hypermethylierung von SFRP als notwendige Bedingung oder 
als „epigenetic gatekeeper“ [72]. Unterstützt wird diese These durch den 
Nachweis der Hypermethylierung von SFRP Promotoren schon in frühen 
Stadien des Kolorektal-Karzinoms [51].  Weiterhin haben neue Studien 
gezeigt, dass die Promotor-Hypermethylierung von SFRP 2 als Marker für 
das Kolorektal-Karzinom dienen kann. In dieser Studie konnte bei 
chinesischen Patienten eine weitaus höhere Sensitivität und Spezifität für 
maligne Prozesse mit dem Nachweis von methylierten SFRP Promotoren in 
Stuhlproben als mit dem okkulten Stuhltest erreicht werden [85]. 
Eine weitere klinische Relevanz ließ sich für das Mamma-Karzinom 
nachweisen. Hypermethylierung von SFRP 1 ist hier mit einer schlechten 
Prognose assoziiert [80].  
Epigenetische Veränderungen der SFRP-Gene lassen sich nicht nur bei 
soliden Tumoren nachweisen sondern auch bei hämatologischen 
Neoplasien. Insbesondere sind hier die chronische lymphatische Leukämie 
(CLL) [86, 87], die akute lymphatische Leukämie (ALL) [88] und die AML zu 
nennen [89]. Bei der CLL steht die aberrante Methylierung von SFRP 4 im 
Vordergrund, bei der ALL hingegen die von SFRP 1 [86, 88].   
Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Betrachtung hämatopoetischer 
Erkrankungen ist die Entdeckung, dass eine Überaktivierung des WNT-
Signalwegs zu einem Differenzierungsblock bei hämatopoetischen 
Stammzellen führt. Es konnte gezeigt werden, dass durch eine konstante 
Aktivierung des Signalwegs die Erythropoese auf der Ebene der 
Erythroblasten stagnieren und nicht mehr differenzieren. Des Weiteren 
zeigten Lymphozyten einen Differenzierungsblock auf der Stufe von 
einfachen lymphoiden Progenitorzellen. T-Lymphozyten stoppten in ihrer 
Entwicklung, und die Anzahl von frühen thymoiden Zellen war geringer. Für 
B-Zellen konnte ein Block im Prä-Pro-B-Zell Stadium gezeigt werden [90]. 
Hinzukommend spielt der WNT-Signalweg bei der Differenzierung, der 
Selbsterneuerung und dem Arrest als Stammzelle eine entscheidende Rolle 
bei hämatopoetischen Stammzellen (HSC). Es kommt insgesamt zu einer 
gesteigerten Proliferation der HSC, mit einer Entwicklung zu kurzlebigen 
HSC [70]. 
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Neue Studien haben gezeigt, dass SFRP 1 und SFRP 2 eine wichtige Rolle 
bei der Transformation und der Invasion von Cervixkarzinomzellen spielen. 
Wenn die Funktion der beiden Gene durch Mutation oder epigenetische 
Veränderungen inhibiert wird, dann kommt es zu einer onkogenen 
Aktivierung der Zellen durch eine Überstimulation des WNT-Signalweges 
und seinen Zielgenen [91].  
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2 Zielsetzung 
 
Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Gewinnung neuer Erkenntnisse über 
die Rolle epigenetischer Prozesse beim MM. Das MM ist durch das 
Zusammenspiel mit KMSZ und vielen Zytokinen charakterisiert, weshalb die 
Untersuchung weiterer Mechanismen, welche die Proliferation fördern oder 
anderweitig einen Vorteil für die MM Zelle erzielen, von großer Bedeutung 
ist. Da der WNT-Signalweg eine Rolle in der Stammzellentwicklung, den 
Erhalt des Stammzellpools sowie der Differenzierung und Proliferation 
hämatopoetischer Stammzellen hat ist er und seine Antagonisten, die 
SFRPs, besonders interessant für die Pathogenese maligner 
hämatopoetischer Erkrankungen. 
Aberrante Methylierung konnte beim MM schon für einige wichtige Gene 
(wie z.B. p16) nachgewiesen werden. Insbesondere aufgrund der hohen 
Methylierungsraten, auch schon in frühen Stadien, der SFRPs beim 
Kolorektalkarzinom rücken diese immer mehr in den Fokus. Auf der einen 
Seite steht ihre Rolle als Tumorsuppressorgen, auf der anderen Seite sind 
die SFRPs sehr interessant, weil sie wie die DKKs den WNT/β-Catenin 
Signalweg blockieren. Eine Überexpression der DKKs konnte mit 
vermehrten Osteolysen bei MM Patienten in Verbindung gebracht werden. 
Das ganze Wirkspektrum der SFRPs ist jedoch noch nicht vollständig 
untersucht. 
Ein weiteres Ziel stellt die Korrelation von Daten hypermethylierter 
Promotoren mit klinischen Parametern dar. Es gilt herauszufinden, ob sich 
aberrante Methylierung der SFRP Promotoren schon in frühen oder erst in 
späten Stadien der Erkrankung nachweisen lassen und dadurch eine 
Prognoseabschätzung oder ein Risikoprofil erstellt werden kann. 
Zuletzt sollte untersucht werden, ob eine Behandlung der Zelllinien mit DAC 
eine Reexpression der SFRP Gene induzieren kann und somit ein 
Therapieansatz für das MM mit demethylierenden Substanzen 
erfolgsversprechend sein kann. 
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3 Material und Methoden 
 
3.1 Methoden 
 
3.1.1 Dichtegradientenzentrifugation  
Das Prinzip der Methode beruht auf der Auftrennung von Zellen nach 
Dichtegradienten. Die Ficoll-Lösung besitzt einen Dichtegradienten, der sich 
bei Zentrifugation Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen auf den Boden 
absinken lässt. Mononukleäre Zellen (wie Lymphozyten, Plasmazellen, 
NK-Zellen, Monozyten) hingegen können die Lösung nicht passieren und 
sammeln sich in einer Interphase (siehe Abbildung 9). Hierfür kann EDTA-
Vollblut, Heparin-Vollblut oder Citrat-Knochenmark verwendet werden.  
Zu Beginn werden 4 ml der Ficoll-Lösung in ein Probenröhrchen gegeben. 
Dann werden vorsichtig 5 ml der Blut-/Knochenmarksprobe auf die 
Ficoll-Lösung geschichtet. Nun wird die Probe für 20 Minuten (min) bei 
2400 Umdrehungen pro Minute (rpm) zentrifugiert. Danach wird die Schicht 
mit den MNC (mononoclear cells)  vorsichtig mit einer 5 ml Spritze 
aufgezogen und in ein neues Probenröhrchen gegeben. Hierzu gibt man 
9 ml Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) und zentrifugiert bei 1200 rpm 
für zehn Minuten. Im Anschluss wird der Überstand abgekippt und der Rest 
im Probenröhrchen vorsichtig homogenisiert. 
Als nächstes werden 10 ml HBSS hinzugefügt. Diese Lösung wird erneut für 
10 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Dann wird der Überstand erneut 
abgekippt und 1 ml HBSS hinzugefügt. An einer Probe von 50 µl wird 
exemplarisch die Zellzahl gemessen, und der Rest der Probe wird in einem 
Kryoröhrchen für spätere Versuche eingefroren. 
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Abbildung 9: Dargestellt ist die Auftrennung der Blut-/Knochenmarksprobe nach 20 minütiger 
Zentrifugation. 
 
 
3.1.2 DNA-Isolation 
Für die DNA-Isolation verwenden wir das QIAmp Blood Mini Kit der Firma 
Qiagen. Als erstes werden die Zellen aufgetaut. Dann fügt man 200 µl 
AL-Buffer hinzu. Dieses wird nun gut vermischt bis sich alles gelöst hat. Nun 
werden 200 µl PBS (gepufferte Salzlösung) dazu gegeben. Danach werden 
noch 20 µl Qiagen Protease hinzugefügt. Es wird erneut gut gemischt, am 
besten mit einem Vortexer, und anschließend wird die Lösung für 10 min bei 
56°C inkubiert. 
Nach der Inkubation wird die Probe für 15 Sekunden (sec) zentrifugiert. Im 
Anschluss daran werden 200 µl 98 %iges Ethanol hinzu gegeben. Nun wird 
für 15 (sec) gevortext und dann die Probe für 15 sec herunter zentrifugiert. 
Als nächstes wird die Suspension in ein QIAmp spin column überführt. 
Anschließend wird für eine Minute bei maximaler Geschwindigkeit 
zentrifugiert. Hiernach wird das Auffanggefäß erneuert und 500 µl 
AW1-Buffer hinzugeführt. Nachdem man erneut für 1 min bei 8000 rpm 
zentrifugiert hat, erneuert man das Auffanggefäß. Nun fügt man 500 µl 
AW2-Buffer hinzu und zentrifugiert für 3 min bei maximaler Geschwindigkeit. 
Plasma 
Interphase mit MNC 
Ficoll 
 Erythrozyten und Granulozyten 
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Anschließend verwirft man das Auffanggefäß und überführt die Flüssigkeit 
von der column in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefäß. Danach gibt man 
200 µl Aqua dest. hinzu und inkubiert die Lösung für eine Minute bei 
Raumtemperatur. Im Anschluss wird für eine Minute bei 8000 rpm 
zentrifugiert. Nun gibt man 100 µl Aqua dest. hinzu. Nachdem man für 5 min 
bei Raumtemperatur inkubiert hat wird noch mal für eine Minute bei 8000 
rpm zentrifugiert.  
Zum Abschluss wird eine Probe von 50 µl exemplarisch für die 
spektrophotometrische Messung bei 260 nm der DNA-Konzentration 
entnommen, und der Rest der DNA bei -20°C gelagert. 
 
3.1.3 Bisulfit-Behandlung 
Die Bisulfit-Behandlung stellt einen wichtigen Schritt für die Versuche dar. 
Grundlegendes Prinzip ist die Inkubation der DNA mit Natrium-Bisulfit, 
welches zu einer Veränderung der DNA führt. Unmethylierte Cytosine 
werden 
 
Abbildung 10: Dargestellt ist eine DNA-Sequenz, welche einmal ohne 5´-Methylcytosin (links) und 
einmal mit einer methylierten CpG-Sequenz (rote mit Sternen versehene Cytosine) einer Bisulfit-
Behandlung unterzogen wird. Durch die Bisulfit-Behandlung werden methylierte Cytosine im 
Gegensatz zu unmethylierten nicht zu Uracil umgewandelt. Dadurch können spezifische Primer-Paare 
für die unmethylierte und methylierte Sequenz hergestellt werden. Die Unterschiede der 
Basensequenz sind in den Sequenzen unterstrichen. 
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im Gegensatz zu 5´-Methylcytosin zu Uracil umgewandelt. Diesen 
Mechanismus macht man sich später in der Methylierungs-spezifischen-
Polymerasekettenreaktion (MSP) zu Nutzen (siehe Abbildung 10) [92].  
Als erstes verdünnt man 1 µl DNA auf 50 µl Wasser in einem 
Eppendorfgefäß. Nach hinzufügen von 5,5 µl 2 M Natronlauge (NaOH) wird 
die DNA für 10 min bei 37°C inkubiert. Anschließend werden 30 µl einer 
frisch hergestellten 10 mM Hydroquinon-Lösung hinzugegeben. Danach 
werden 520 µl einer frischen 3 M Natriumbisulfit-Lösung hinzugefügt. Nach 
kurzem Vortexen werden als Schutz vor Verdunstung 5 Tropfen Mineralöl 
über der Lösung aufgetragen. Nun wird diese Lösung für 16-20 Stunden bei 
50°C im Heatblock inkubiert. 
Am nächsten Tag, bzw. beim Fortsetzen der Behandlung wird das DNA 
Wizard Set (Promega A7280) und eine Vakuumpumpe benötigt. Zuerst fügt 
man 1 ml des DNA Wizard cleanup Reagenz hinzu. Nach kurzem 
Homogenisieren wird die Lösung ohne das darüber befindliche Mineralöl in 
ein Adaptergefäß überführt, welches nun mit der Vakuumpumpe verbunden 
ist. Hierauf wird eine Plastiksäule gestellt. Danach wird die Vakuumpumpe 
angestellt und es werden 2 ml 80 %iges Ethanol über die Säule hinzugefügt. 
Nachdem die gesamte Flüssigkeit über die Vakuumpumpe abgesaugt 
wurde, wird der Adapter auf ein neues Eppendorfgefäß gesetzt und es 
werden 50 µl erwärmtes Wasser hinzu gegeben. Nun wird für eine Minute 
bei 12000 rpm zentrifugiert. Danach wird der Adapter entsorgt und zum 
Unterstand im Eppendorfgefäß werden 5,5 µl 3 M NaOH gegeben. Nach 
einer Inkubationszeit von 5 min bei Raumtemperatur werden 1 µl Glykogen 
und 17 µl 10 M Ammoniumacetat (NH4OH) hinzugefügt. Danach werden 150 
µl 100 %iges Ethanol dazu gegeben. Anschließend wird die Lösung kurz 
homogenisiert und dann für eine Stunde bei -70°C gelagert. Im Anschluss 
daran wird die Lösung in den Eppendorfgefäßen für 30 min bei 4°C und 
12000 rpm zentrifugiert. Hiernach wird die Flüssigkeit aus den 
Eppendorfgefäßen abgekippt und 500 µl 70 %iges Ethanol hinzusetzt. Nach 
erneutem Homogenisieren wird wieder für bei 4°C und 12000 rpm 
zentrifugiert, diesmal jedoch nur für 15 min. Im Anschluss wird erneut das 
Ethanol abgekippt und die Eppendorfgefäße für 5 min kopfüber abgestellt.  
Nun wird das Eppendorfgefäß vorsichtig von letzten Ethanolresten gereinigt. 
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Zum Abschluss kann jetzt das Pellet mit der behandelten DNA in 
destilliertem Wasser aufgelöst werden. Jetzt ist die DNA für die MSP bereit 
oder kann bei -80°C gelagert werden.  
 
3.1.4 Methylierungs-spezifische-Polymerasekettenreaktion (MSP)  
Die MSP ist eine einfache und robuste Methode zur qualitativen Analyse des 
Methylierungsstatus von DNA-Regionen. Im Gegensatz zu früheren 
Versuchsanordnungen, bei denen zuerst Methylgruppen-spezifische 
Restriktionsenzyme verwendet wurden und danach ein Southern Blot 
durchgeführt wurde, braucht man bei der MSP nur eine geringe Menge an 
DNA.  
Nach der Bisulfit-Behandlung werden parallel zwei Ansätze für eine 
Polymerasekettenreaktion (PCR) angesetzt. Hierbei ist wichtig, dass zwei 
verschiedene Primer-Paare (jeweils einer für die unmethylierte und einer für 
die methylierte Primersequenz) benutzt werden. Hierdurch wird 
sichergestellt, dass nur in einem Versuchsansatz die unmethylierte und in 
einem die methylierte Sequenz vervielfältigt wird. Das Erstellen der 
Primersequenzen ist der entscheidende Schritt für die MSP. Um den Primer 
optimal zu entwerfen, muss man sich einen Strang aussuchen und einen 
spezifischen Primer für die un-/methylierte DNA erstellen, um unspezifische 
Bindungen zwischen den Primern und nicht gewünschten DNA Abschnitten 
zu vermeiden. Hierfür werden Primer meistens für eine Sequenz über 3 
CpG-Dinukleotide und einer Mindestlänge von 21-24 bp benutzt.  
Alle MSP-Ansätze werden mit einem Endvolumen von 25 µl angesetzt. Der 
Standard PCR Puffer beinhaltet 16.6 mM Ammoniumsulfat, 6,7 mM MgCl2, 
10 mM β-Mercaptoethanol und 67 mM Tris pH 8,8. Da man jeweils ein 
Primerpaar hat für die unmethylierte und die methylierte DNA, sind zwei 
Ansätze pro Probe nötig. 
Für einen Ansatz nimmt man 1 µl DNA (ungefähr 50 ng) der Bisulfit 
behandelten DNA und fügt pro Probenansatz 2,5 µl 10x Puffer, 1,25 µl 
dNTP mix, 0,5 µl Aufwärts-Primer (für die unmethylierte oder methylierte 
Sequenz), 0,5 µl Abwärts-Primer (für die unmethylierte oder methylierte 
Sequenz) und 14,25 µl destilliertes Wasser hinzu. Nachdem dieser 
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Mastermix mit der DNA gut vermischt wurde, werden zwei Tropfen Mineralöl 
als Verdunstungsschutz über dem Reaktionsansatz aufgetragen. 
Nun werden die Reaktionsgefäße in den Thermocycler gestellt und bei 95°C 
für 5 min erhitzt. Danach wird die Temperatur bei 80°C gehalten bis man zu 
jedem Ansatz 5 µl verdünnte Taq-Polymerase (0,625 µl Red Taq + 4,375 µl 
destilliertes Wasser) hinzugefügt hat. Von hier an reagiert die MSP nach 
PCR Standards (35 Zyklen von 95°C für 30 sec, 60°C für 30 sec, 72°C für 
30 sec, gefolgt von einem Schritt von 5 min bei 72°C). Der Schritt mit der 
Temperatur von 60°C ist eine Variable die von Gen zu Gen unterschiedlich 
ist. Bei SFRP 1 liegt sie bei 62°C und für SFRP 2 bei 63°C. Im Anschluss 
werden 10 µl der MSP Produkte auf ein 2,5 %iges Agarosegel, dem 
Ethidiumbromid zugesetzt wurde, aufgetragen und für 25-30 min bei 100 V 
aufgetrennt. Zuletzt werden die Gele unter einer UV-Lampe beurteilt.  
Essentiell für die Beurteilung jeder MSP sind die Kontrollansätze: 
unmethylierte DNA (von gesunden Probanden), methylierte DNA 
(kommerziell oder selbst hergestellt) und destilliertes Wasser. Die Kontrolle 
mit DNA von gesunden Probanden (unmethylierte Kontrolle) darf nur ein 
Signal für den unmethylierten Primer ergeben. Die Wasserkontrolle darf 
weder ein Signal für den unmethylierten, noch für den methylierten Primer 
ergeben. Die methylierte Kontrolle muss ein methyliertes Signal ergeben, 
jedoch darf ein auch ein Signal für den unmethylierten Primer nachweisbar 
sein. Dieses muss toleriert werden, da sich nicht die gesamte DNA durch 
eine vorherige Behandlung nicht in den methylierten Zustand bringen lässt.   
 
3.1.5 RNA-Isolation 
Die RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) gewonnen. 
Nachdem die Zellen aufgetaut sind, werden 350 µl RLT-Buffer hinzugefügt 
(welcher vorher mit 20 µl β-Mercaptoethanol auf 2 ml RLT-Buffer 
vorverdünnt wurde) zugesetzt. Nun wird das Zellpellet aufgelöst und in den 
QIAShredder überführt. Das Gemisch wird im Anschluss für 2 min bei 
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Dann werden 350 µl 70 %iges 
Ethanol beigemischt, und die gesamte Lösung  in die RNeasy mini spin 
column überführt. Als nächstes wird die Lösung für 15 sec bei 10000 rpm 
zentrifugiert. Daraufhin wird das Auffanggefäß entleert, wieder unter die 
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column gesteckt und 700 µl RW1 Buffer hinzugefügt. Jetzt wird erneut bei 
10000 rpm für 15 sec zentrifugiert. Hiernach wird das alte Auffanggefäß 
entsorgt und ein neues benutzt. Anschließend werden 500 µl RPE Buffer 
hinzu gegeben und es wird nochmals bei 10000 rpm für 15 Sekunden 
zentrifugiert. Nun wird das Auffanggefäß entleert, und nochmals 500 µl RPE 
Buffer hinzugefügt. Daraufhin wird für 2 min bei maximaler Geschwindigkeit 
zentrifugiert. Danach wird die Flüssigkeit aus der RNeasy mini spin column 
in ein neues 1,5 ml Auffanggefäß überführt. Jetzt werden 50 µl RNAse freies 
Wasser hinzugefügt und die Lösung bei maximaler Geschwindigkeit für eine 
Minute zentrifugiert. Im Anschluss wird dieser Schritt noch einmal 
wiederholt. Aus dieser Probe werden 10 µl mit 60 µl RNAse freiem Wasser 
für die spektrophotometrische Messung genutzt, und der Rest der RNA 
muss sofort bei -80°C eingefroren werden.  
 
 
3.1.6 Reverse Transkription und quantitative RT-PCR (RTQ-PCR) 
Um das Maß der Expression von SFRP 1 und SFRP 2 festzustellen, muss 
man als erstes eine Bestimmung der RNA durchführen. Hierfür wird die 
Methode der reversen Transkription (RT) benutzt, um anschließend eine 
Quantifizierung mittels real-time-quantitative PCR (RTQ-PCR) 
durchzuführen. Das Prinzip der RT besteht in der Synthetisierung von cDNA 
aus RNA, welche dann als Templates für PCR genutzt werden können. 
Dieser Umweg muss aufgrund der schweren Amplifizierbarkeit der RNA 
gemacht werden.  
Die Effektivität der RT schwankt zwischen 5 % und 90 %, somit müssen die 
Ergebnisse der RT für ein Gen mit dem eines anderen verglichen werden. 
Dieses Gen sollte möglichst in Annealingtemperatur, Größe und CG Gehalt 
dem zu untersuchenden ähneln, damit die Ergebnisse der RT vergleichbar 
bleiben. Hier wird der Platz als interner Standard von Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase (GAPDH) eingenommen. GAPDH zählt zu den so 
genannten Haushaltsgenen (housekeeping genes), von denen man 
ausgeht, dass sie in jeder Zelle in einem konstanten Maße exprimiert 
werden. Die RT Reaktion wurde mit Hilfe des Super Script ™ First Strand 
Sythesis System for RT-PCT von Invitrogen in 500 µl Eppendorfgefäßen 
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durchgeführt. Diese Gefäße werden auf Eis gestellt und danach wird ein 
Mastermix für jede zu untersuchende RNA hergestellt. Dieser besteht aus 
2,0 µl 10x RT Buffer, 4,4 µl 25 mM Magnesium, 4,0 µl dNTP Mix, 4,0 µl  
Hexamere und jeweils 1 µl der RNA. Zuletzt wurde noch 1 µl RNAse freies 
Wasser hinzugefügt. Als nächstes wird kurz zentrifugiert und anschließend 
für 10 min auf 70°C erwärmt. Anschließend wird das Gemisch wieder auf Eis 
gestellt. Zur Kontrolle werden je Ansatz 2 µl in ein extra vorbereitetes Tube 
mit 48 µl RNAse freiem Wasser gegeben. Danach wird in jeden Ansatz und 
jede Kontrolle 1 µl des RT Enzyms (Multiscript-RT) hinzugefügt, und dann 
für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Zuletzt werden noch mal jeweils 30 µl 
RNAse freies Wasser hinzugefügt. Wenn das Material nicht direkt weiter 
verarbeitet wird sollte es bei -20°C eingefroren werden.  
Nun kann man durch die entstandene cDNA mittels RTQ-PCR das Maß der 
Expression quantitativ messen. Dies wird mit Flouresrenz-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET) gemacht [93]. Ein Flourenszenzfarbstoff lässt sich 
durch Licht einer bestimmten Wellenlänge λA1 anregen und gibt die Energie 
in Form von Licht einer anderen Wellenlänge λE1 wieder ab. Diese 
Wellenlängen sind für den Floureszenzfarbstoff charakteristisch. Bringt man 
nun ein zweites Flourochrom (F2) in die Nähe des ersten (F1) und das 
Emissionsspektrum von F1 entspricht dem Anregungsspektrum von F2, so 
wird die Energie von F1 auf F2 übertragen. Es wird dann von F2 ein Licht 
mit der Wellenlänge λE2 abgegeben. Dies geht nur wenn F1 und F2 nah 
genug beieinander stehen. 
Kombiniert man die RTQ-PCR mit FRET, kann man eine quantitative 
Bestimmung der cDNA durchführen und zugleich die zeitliche Abhängigkeit 
darstellen. Misst man bei dieser Methode die Wellenlänge λE1, so wird F1 
als reporter und F2 als quencher bezeichnet. Misst man die Wellenlänge 
λE2, so wird F1 als Donor und F2 als Akzeptor bezeichnet [93].  
Es gibt verschiedene Verfahren die RTQ-PCR mit FRET verbunden haben. 
In dieser Arbeit wurde das TaqMan® Verfahren benutzt. Dabei sitzen 
reporter und quencher auf dem selben Oligonukleotid, vorzugsweise am 5´ 
und 3´ Ende [94]. Solange das Oligonukleotid intakt ist, ist die Lichtstärke 
von E1 sehr gering, wenn aber der reporter durch die Polymerase 
freigestezt wird, steigt die Lichtstärke an. Je mehr DNA produziert wird, 
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desto stärker ist die Lichtintensität. Bei der TaqMan® Methode steigt 
dementsprechend die DNA Menge proportional zu der Anzahl der PCR 
Zyklen. Die Menge an Zyklen die benötigt werden um eine Lichtstärke über 
dem Grenzwert zu erreichen, wird als cycles threshold (CT) bezeichnet. 
Dieser Wert ist nun wieder proportional zu der Ausgangsmenge an DNA des 
zu untersuchenden Gens.  
Für die RTQ-PCR wurde der 7700 Sequence Detecto Dimethyl 
sulfoxidereseach grade, C2H6OS Mr78.1 Mastermix verwendet, die genaue 
Versuchsbeschreibung wird im Folgenden beschrieben.  
Zuerst musste die Qualität der RNA aus der zuvor durchgeführten RT 
geprüft werden, dafür wird die Expression des Haushaltgens GAPDH 
bestimmt. Hierfür wurde ein Mastermix der aus einer Pufferlösung, MgCl2 
und dNTPs besteht, mit Primern für GAPDH einer TaqMan Sonde für 
GAPDH und dem Floureszenzmolekül JOE vermischt. Als letztes kamen 
noch 5 µl des RT-Produktes hinzu. Nun wurde die PCR gestartet, und man 
misst die Lichtstärke während des Versuches. Die PCR durchläuft 
normalerweise 40 Zyklen von Aufheizen auf 95°C für 15 sec und 60 sec bei 
60°C. Ist nach 40 Zyklen kein Lichtsignal erkennbar, muss man davon 
ausgehen, dass das untersuchte Gen nicht exprimiert wird, solange 
sichergestellt ist, dass die RNA und die Primer nicht fehlerhaft waren. Wenn 
eine Lichtstärke messbar ist, der CT-Wert aber erst nach mehr als 25 Zyklen 
erreicht worden ist, muss man davon ausgehen, dass die Qualität der RNA 
nicht ausreichend ist. Wenn der CT-Wert bis maximal zum 25. Zyklus erreicht 
wurde, dient dieser als Richtwert für das zu untersuchende Gen. 
Als nächstes wird die RTQ-PCR erneut angesetzt, diesmal mit Primern für 
SFRP 1 und einmal mit Primern für SFRP 2. Hierbei ist zu beachten, dass 
die verwendeten Primer keine DNA binden, die aus dem Ausgangsmaterial 
stammt vor der RT PCR. Hieraus wird nun ein neuer CT-Wert für das 
untersuchte Gen bestimmt. Aus dem CT-Wert des Haushaltgens und dem 
CT-Wert des untersuchten Gens wird ein neuer CT-Wert bestimmt, ΔCT. 
Beide Versuchsansätze werden doppelt angesetzt und zumindest einmal 
wiederholt, um einen Durchschnittswert für CT zu bekommen. Somit kann die 
Expression von Genen vor und nach Therapie mit Medikamenten untersucht 
werden. Da es sich bei epigenetischen Veränderungen um pharmakologisch 
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einfach reversible Mechanismen handelt, ist dieser Versuch vor und nach 
Therapie mit demethylierenden Substanzen interessant. 
 
3.1.7 Zelllinien 
Alle Arbeiten mit Zellkulturen sind aufgrund der Kontaminationsgefahr unter 
keimfreien Bedingungen an einer sterilen Werkbank (Herasafe, Heraeus) 
ausgeführt worden.  
Wir verwendeten verschiedene hämatopoetischen Zelllinien (Tabelle 5). Die 
Zelllinien LP-1, OPM-2, RPMI-8226 und U266 wurden von der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, GmbH 
Braunschweig) bezogen. Die Zelllinie XG1 wurde von Professor P.C. 
Heinrich (RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt. Die Kultivierung von OPM-
2, RPMI-8226 und U266 erfolgte je nach Zelllinie routinemäßig in RPMI 
(Roswell Park Memorial Institute) 1640 (Invitrogen) mit 10-20 % fetalem 
Kälberserum (fetal calf serum: FCS von Gemini Bioproducts). XG1 wurde in 
Iscove’s MDM, Invitrogen (IMDM) mit 10 U/ml IL-6 (Roche) und 20 % FCS 
kultiviert (Brutschrank: Heraeus).  
Zur Genexpressionsanalyse erfolgte die in vitro-Behandlung der jeweiligen 
Zelllinien mit DAC (Sigma). Bei einer Endkonzentration von 1,0 μM DAC  
 
Tabelle 5: Aufgezählt sind die MM Zelllinien und ihre Herkunft. Die Zelllinie XG 1 wurde 
freundlicherweise von Prof. Heinrich aus der hiesigen Biochemie zur Verfügung gestellt. 
 
Zelllinie DSMZ-Nr / Quelle Zelltyp  Medium 
OPM-2 ACC 50 MM 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS 
RPMI 
8226 
ACC 402 MM 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS 
LP-1 ACC 41 MM 80 % IMDM + 20 % FCS 
XG1 Prof. Heinrich    
(RWTH Aachen) 
MM 80 % IMDM + 20 % FCS + 10 U/ml 
IL-6 
U266 ACC 9 MM 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS 
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wurden die Zelllinien für 96 Stunden inkubiert. Hierbei wurde alle 24 h das 
Medium gewechselt und neues DAC hinzugefügt, um die Abbauprodukte 
des DAC zu entsorgen und eine stabile Konzentration mit DAC zu erhalten. 
 
3.2 Materialien 
 
 
3.2.1 Dichtegradientenzentrifugation  
Material Hersteller 
HBSS 
„Hank’s balanced salts w/o calcuim + magnesium” Invitrogen, GIBCO, 
Cat.-No: 14170-088 
Lymphoprep “Lymphoprep™” Nycomed PharmaAS, Oslo, Norwegen 
Spritze mit 
Aufsatz  
Abbocath-T 14G, G713-A01 4535-14, Abbott GmbH & Co. KG; 
Wiesbaden 
Kryoröhrchen  Cryo. S, 2ml, 121279, Greiner bio-one, Frickenhausen 
 
 
 
3.2.2 DNA-Isolation 
Material Hersteller 
QIAamp DNA Blood Mini Kit” Qiagen, Cat.-No.: 51104 
 
 
 
3.2.3 Bisulfit-Behandlung 
Material Hersteller 
Hydrochinon “Hydroquinone 99 %” Sigma, Cat.-No.: 9003 
Natriumbisulfit “Sodium Bisulfite” Sigma, No.: S-8890 
NaOH eigene Apotheke 
Mineralöl „Mineral Oil Research grade” Sigma, No.: M-5904 
Aufreinigung 
“Wizard® DNA Clean-Up System“ Promega Corp., Madison, WI, 
USA, Cat.-No.: A7280 
Glykogen Glycogen for molecular biology” Roche, No.: 901 393 
Ammoniumacetat  “Ammoniumacetat” Merck,  Artikel-Nr: 101116 
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3.2.4 MSP 
Primer: 
SFRP 1 U up GTT TTG TAG TTT TTG GAG TTA GTG TTG TGT 
SFRP 1 U down CTC AAC CTA CAA TCA AAA ACA ACA CAA ACA 
SFRP 1 M up TGT AGT TTT CGG AGT TAG TGT CGC GC 
SFRP 1 M down CCT ACG ATC GAA AAC GAC GCG AAC 
SFRP 2 U up TTT TGG GTT GGA GTT TTT TGG AGT TGT GT  
SFRP 2 U down AAC CCA CTC TCT TCA CTA AAT ACA ACT CA  
SFRP 2 M up GGG TCG GAG TTT TTC GGA GTT GCG C 
SFRP 2 M down CCG CTC TCT TCG CTA AAT ACG ACT C 
SFRP 4 U up GGG GGT GAT GTT ATT GTT TTT GTA TTG AT 
SFRP 4 U down CAC CTC CCC TAA CAT AAA CTC AAA ACA 
SFRP 4 M up GGG TGA TGT TAT CGT TTT TGT ATC GAC 
SFRP 4 M down CCT CCC CTA ACG TAA ACT CGA AAC G 
SFRP 5 U up GTA AGA TTT GGT GTT GGG TGG GAT GTT T 
SFRP 5 U down AAA ACT CCA ACC CAA ACC TCA CCA TAC A 
SFRP 5 M up AAG ATT TGG CGT TGG GCG GGA CGT TC 
SFRP 5 M down ACT CCA ACC CGA ACC TCG CCG TAC G 
 
 
 
 
Materialien: 
Material Hersteller 
Magnesiumclorid “MgCl2•6H2O, 99.0 %” Sigma, No.: M-0250 
Trispuffer 
“TRIZMA® Base, 99.9 % (Tris[hydroxymethyl]aminomethanol)” 
Sigma, No.: T-1503 
Ammoniumsulfat “(NH4)2SO4” Sigma, No.: A-4418 
β-Mercaptoethanol  “2-Mercaptoethanol” Sigma, No.: M-3148 
dNTPs “Deoxynucleotide Set” Sigma, No.: DNTP-100 A 
Red Taq “REDTaq™ DNA POLYMERASE” Sigma, No.: D-5684 
IVD 
“CpGenome Universal Methylated DNA” Chemicon Int, Temecula, 
CA, USA, Cat.-No.: 57821 
PCR-tubes “Omnistrip” Abgene, Cat.-No.: AB-0404 
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3.2.5 RNA-Isolation 
Material Hersteller 
Shredder “QIAshredder” Qiagen, Cat.-No.: 79654 
Isolation “RNeasy MiniKit” Qiagen, Cat.-No.: 74104 
 
3.2.6 RT-PCR 
Material Hersteller 
Reverse 
Transkription 
“SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR” Invitrogen, 
Cat.-No.: 11904-018 
PCR-Kit “Taq DNA Polymerase” Invitrogen, Cat.-No.: 10342-053 
DMSO 
„Dimethyl sulfoxide research grade, C2H6OS, Mr 78.1” Serva 
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, No.: 20385 
 
RT-Primer: 
SFRP 1 sense AGA TGC TTA AGT GTG ACA AGT TCC C 
SFRP 1 antsense TGG CCT CAG ATT TCA ACT CGT 
SFRP 2 sense ATC CCC CTC GCT AGC AGC 
SFRP 2 antisense AAG CGT TTC CAT TAT GTC GTT GT 
SFRP 1 TqP1 ACC GAA GCC TCC AAG CCC CAA G 
SFRP 2 TqP1 CTC CTG CCA GCC ACC GAG GAA G 
 
 
 
3.2.7 Elektrophorese 
Material Hersteller 
Agarose “Agarose – Electrophoresis grade” Invitrogen, Cat.-No.: 15510-027 
TAE-Puffer “TAE Geneclean Grade” Bio101 Inc., Vista, CA, USA, Cat.-No.: 2300-404 
EtBr “Ethidium Bromide” Invitrogen, Cat.-No.: 15585-011 
DNA-Marker „Low DNA Mass™ Ladder Ladder Invitrogen, Cat.-No.: 10068-013 
DNA-Marker „Cambrex 100 bp DNA Ladder“ Cambrex, Cat.-No.: 50321 
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3.2.8 Zellkulturen 
Material Hersteller 
RPMI 
“RPMI 1640 Medium +25 mM HEPES + L-Glutamine” Invitrogen GIBCO, 
Ref.: 52400-025 
IMDM “IMDM” Invitrogen GIBCO, Ref.: 21980-032 
FCS “Fetal Bovine Serum” Biochrom AG, Berlin, Cat.-No.: S0115 
 
3.3 Geräte 
Gerät Hersteller 
Brutschrank Cytoperm 2, Heraeus instruments, Hanau Fabriknummer: 96108677 
Elektrophorese-
Kammer 
i-Mupid Mini Gel Migration Trough, Cosmo Bio Co., LTD.; Tokyo, 
Japan   Katalog-Nummer: MU-0030                      
Heatblock  Dri-Block DB·2A, Techne; Wertheim Seriennummer: 43705/7 
Kamera  Camedia C3040Zoom, Olympus; Hamburg  Seriennummer: 154718   
Mikrospektrometer  
ABX Micros 60-OT, ABX Hematologie; Montepellier, Frankreich 
Seriennummer: 76916        
Spektralphotometer 
GeneQuant II, Pharmacia Biotech; Cambridge, England 
Seriennummer: 76916               
Thermocycler 1 Omn-E Thermal Cycler, Thermo Hybaid; Ulm Seriennummer: 29383 
Thermocycler 2 
PxE Thermal Cycler, Thermo Electron Corporation; Dreieich 
Seriennummer: PXE520155 
Transilluminator 
UV-Transilluminator UVT-20-SE, biostep GmbH;  Jahnsdorf 
Bestellnummer 80TU-01005                              
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4 Resultate  
 
4.1 Hypermethylierung der SFRP Promotoren bei Zelllinien 
Als erstes wurden hämatopoetische Zelllinien auf Hypermethylierung in den 
SFRP-Promotor-Regionen untersucht. Dabei wurden die MM Zellinien U266, 
XG1, LP-1, RPMI 8226 und OPM-2 verwendet (siehe Abbildung 11). 
Hier konnte gezeigt werden, dass sich kein einheitliches Bild für die MM 
Zelllinien ergab. Die Zelllinie U266 wies für die Gene SFRP 4 und 5 jeweils 
einen komplett methylierten Promotor auf. Für SFRP 1 war es ein partiell 
methylierter und SFRP 2 ein komplett unmethylierter Promotor. 
Anders verhält sich die Zelllinie XG1, die für SFRP 1, 4 und 5 einen komplett 
methylierten Promotor aufweist und für SFRP 2 einen partiell auch 
unmethylierten Promotor. Für die Zelllinie LP-1 zeigt sich für SFRP 2, 4 und 
5 ein komplett methylierter Promotor, für SFRP 1 nur ein partiell methylierter 
Promotor. Einheitlich hingegen zeigen sich die Ergebnisse für die Zelllinien 
RPMI8226, die für alle SFRP Gene unmethylierte Promotoren besitzen und 
die Zellinie OPM-2, die für alle SFRP Gene einen partiell unmethylierten 
Promotor aufzeigt (siehe Abbildung 4.1).   
 
 
 
Abbildung 11: Dargestellt sind die Ergebnisse der MSP für die einzelnen hämatopoetischen Zelllinien 
U266, XG1, LP-1, RPMI8226, OPM-2. PB: peripheres Blut gesunder Spender. IVD: in vitro methylierte 
DNA. H2O: Wasserkontrolle.  U: unmethylierter Promotor, M: methylierter Promotor. 
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4.2 Reexpression von SFRP 1 und 2 nach DAC Behandlung 
Grundlage für die weiteren Versuche war der Nachweis einer verringerten  
Expression des betroffenen Gens, wenn ein Signal für die methylierte 
Primersequenz dargestellt werden konnte, sowie eine Reexpression des 
Gens nach Behandlung mit einer demethylierenden Substanz. In der MSP 
haben wir den Methylierungsstatus der einzelnen Zelllinien untersucht, nun 
folgte die RTQ-PCR, um die Expression der Gene nachzuweisen.  
Für SFRP 1 konnte in der RTQ-PCR vor DAC Behandlung keine Expression 
in den Zelllinien OPM-2 und U266 nachgewiesen werden (siehe 
Abbildung 12).  
Nach Behandlung mit DAC in 1 µM und 2 µM Konzentration für 96 h konnte 
in den Zelllinien, die vorher keine Expression zeigten (OPM-2 und U266)  
eine Reexpression des Proteins nachgewiesen werden. 
Für SFRP 2 zeigte die RTQ-PCR keine Expression für die Zelllinien LP 1 
und OPM-2. Auch hier konnte nach Behandlung mit DAC in verschiedenen 
Konzentrationen eine Reexpression des Gens gezeigt werden (Abbildung 
13). 
Die Ergebnisse ließen sich durch eine erneut durchgeführte MSP 
bestätigen. Die mit demethylierenden Substanzen behandelten Zelllinien 
OPM-2, für SFRP 1, und LP1 für SFRP 2, wiesen in der MSP nun Signale 
für den unmethylierten Promotor auf. Zusätzlich zeigten die Ergebnisse der 
RTQ-PCR, dass die Zelllinie OPM-2 keine Expression für SFRP 2 aufwies, 
trotz einem teilweise unmethylierten Promotor in der MSP. Auch hier wurde 
die Zelllinie mit der demethylierenden Substanz DAC behandelt und erneut 
eine MSP durchgeführt. Diese zeigte eine Intensivierung des unmethylierten 
Signals. So konnten wir zeigen, dass eine aberrante Methylierung der SFRP 
Promotorregionen mit einer transkriptionellen Inaktivität einhergeht, und 
durch Behandlung mit DAC eine Reexpression des Gens erreicht werden 
kann. Durch diese Resultate ist die Grundlage für eine Untersuchung von 
Patientenproben geschaffen.  
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Abbildung 12:  Dargestellt sind die Expressionsdaten der einzelnen MM Zelllinien für SFRP 1 vor und 
nach DAC Behandlung.  
 
 
 
Abbildung 13: Dargestellt sind die Expressionsdaten der einzelnen MM Zelllinien für SFRP 2 vor und 
nach DAC Behandlung.  
 
 4.3 Das Patientenkollektiv 
Insgesamt wurden die Blut- bzw. Knochenmarksproben von 73 Patienten mit 
MM und 3 Patienten mit einer MGUS untersucht. Die meisten Patienten 
befanden sich zum Zeitpunkt der Probenentnahme schon im Stadium III, 
was charakteristisch für die Erkrankung ist. In dem Patientenkollektiv waren 
mehr Männer als Frauen, was ungefähr der statistischen Verteilung 
entspricht.  
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Tabelle 6: Dargestellt sind die wichtigsten klinischen Daten des Patientenkollektivs mit Medianen der 
relevanten Laborwerte. 
 
Anzahl der Patienten, n   76 
Altersmedian   65      (40-94) 
Geschlecht, n     
            Männlich   45 
            Weiblich   31 
Paraprotein-Isotyp, n     
            IgA   15 
            IgG   48 
            IgM   1 
            nur Leichketten   11 
            nicht-sekretorisch   1 
Stadium, n     
            MGUS   3 
            I   7 
            II   8 
            III   51 
Plasmazellleukämie,n    7 
Osteolysen, n     
            Ja   62 
            Nein   14 
Probe vor Therapie     
            Ja   51 
            Nein   25 
WBC (109/l)   5,75     (0,9-63,4) 
Hb (g/dl)   114,0     (57-192) 
PLT (109/l)   223,5     (22-665) 
LDH (U/l)   173,0     (79-908) 
Kreatinin (mg/dl)   1,1     (0,5-11,4) 
Serumcalcium (mmol/l)   2,3      (1,9-4,4) 
 
 
Die Verteilung der sezernierten Paraproteine im Patientenkollektiv ist 
ebenfalls im Groben mit der normalen statistischen Verteilung für die 
Patienten mit MM vereinbar. Tabelle 6 zeigt die wichtigsten Patientendaten. 
In der späteren statistischen Auswertung werden die Patienten mit einer 
PZL bzw. Ausschwemmung von Plasmazellen dem Stadium III zugeordnet. 
In der Diskussion und in den Resultaten werden diese aber gesondert 
betrachtet. 
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4.4 Hypermethylierung der SFRP Promotoren bei Patientenproben 
Die Auswertung der Patientenproben ergab eine Methylierungshäufigkeit 
von 52,6 % für SFRP 2, 35,5 % für SFRP 1, 6,9 % für SFRP 5 und 1,3 % für 
SFRP 4 (siehe Tabelle 7). 
Insgesamt zeigten 27 von 76 Patienten ein zumindest partielle Methylierung 
des SFRP 1 Promotors, dies entsprach 35,5 %. 
Hierbei ist zu beobachten, dass sich in jedem Stadium der Erkrankung die 
Methylierung des Promotors nachweisen lässt, es ist jedoch keine relative 
Häufung in einem bestimmten Stadium erkennbar. Nur im Stadium I lässt 
sich eine relativ geringe Methylierungsquote finden. 
Dieser Unterschied in der Methylierungshäufigkeit ist jedoch nicht signifikant 
(p=0,67) und lässt sich aufgrund der wenigen Patientenproben in frühen 
Stadien auch nicht als Trend ansehen. 
In weiteren Vergleichen mit den klinischen Parametern und aberranter 
Methylierung des SFRP 1 Promotors ließen sich keine Korrelationen finden. 
Weder Hämoglobin (Hb)-Wert (p=0,48), Leukozytenzahl (p=0,62), 
Thrombozytenzahl (p=0,36) noch LDH (p=0,85) ließen einen Trend, oder 
eine Signifikanz erkennen.  
Interessant ist jedoch die Korrelation zwischen der Methylierung des 
SFRP 1 Promotors und dem SFRP 2 Promotor. Von den 27 Fällen, in denen 
der SFRP 1 Promotor methyliert war, war in 20 Fällen zugleich auch der 
Promotor von SFRP 2 methyliert (p=0,001).  
Das Gesamtüberleben der Patienten wurde durch einen methylierten 
SFRP 1 Promotor nicht beeinträchtigt (siehe Abbildung 14). 
Die Untersuchung der Patientenproben für den SFRP 2 Promotor ergab 
einen zumindest teilweise hypermethylierten Promotor für 40 der 76 Proben, 
dies entspricht 52,6 %. 
Wie für SFRP 1 ließ sich die Methylierung des SFRP 2 Promotors in jedem 
Stadium des MM nachweisen ohne eine Signifikanz oder einen Trend. 
Ebenso konnte man bei Vergleichen mit klinischen Parametern keine 
Korrelationen aufdecken, weder für den Hb-Wert (p=0,26), Leukozytenzahl 
(p=0,78), Thrombozytenzahl (p=0,36) noch für die LDH (p=0,64). 
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Die Patienten mit einem methylierten SFRP 2 Promotor hatten wie auch die 
mit einem methylierten SFRP 1 Promotor keine signifikante kürzere 
Überlebenszeit (siehe Abbildung 15). Hierbei wurden nur die 52 Patienten 
berücksichtigt bei denen Proben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose ohne 
Vorbehandlung entnommen wurden. 
 
Tabelle 7: Die Tabelle zeigt die Patientenproben aufgelistet nach Stadien. Ein grau hinterlegtes Feld 
stellt einen methylierten Promotor dar. 
  
Probe Stadium SFRP 1 SFRP 2 SFRP 4 SFRP 5  
  
Probe Stadium SFRP 1 SFRP 2 SFRP 4 SFRP 5 
943 MGUS          962 III A         
946 MGUS          972 III A         
954 MGUS          1000 III A        
898 I A          1080 III A         
911 I A          1081 III A         
968 I A          1242 III A         
1033 I A          1243 III A         
1047 I A          1246 III A         
1244 I A          1245 III A         
1250 I A          1249 III A         
9 II A          1254 III A         
19 II A          1256 III A         
47 II A          22 III B         
54 II A          25 III B         
81 II A          45 III B         
849 II A          51 III B         
908 II A          70 III B         
1252 II A          76 III B         
23 III A          80 III B         
29 III A          86 III B         
46 III A          89 III B         
48 III A          897 III B         
49 III A          904 III B         
64 III A          910 III B         
72 III A          914 III B         
77 III A          1086 III B         
82 III A          1240 III B         
85 III A          1241 III B         
88 III A          1247 III B         
135 III A          1253 III B         
139 III A          1255 III B         
149 III A          8 PZL         
896 III A          44 PZL         
901 III A          84 PZL         
905 III A          892 PZL         
906 III A          912 PZL         
909 III A          1312 PZL         
913 III A          1318 PZL         
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Abbildung 14: Dargestellt ist die Überlebenszeit der Patienten mit und ohne methyliertem SFRP 1 
Promotor bei Diagnostellung (N=52). Es ließ sich kein signifikanter Zusammenhang feststellen 
(p=0,15). 
 
 
 
Abbildung 15: Dargestellt ist die Überlebenszeit der Patienten mit und ohne methyliertem SFRP 2 
Promotor bei Diagnostellung (N=52). Es ließ sich kein signifikanter Zusammenhang feststellen 
(p=0,31). 
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Die Untersuchung des SFRP 4 Promotors bei unseren Patientenproben 
ergab, dass lediglich ein Patient (1,3 %) eine Hypermethylierung aufwies. 
Bei diesem Patienten waren auch zeitgleich die Promotoren von SFRP 1, 
SFRP 2 und SFRP 5 methyliert.  
Aufgrund der niedrigen Methylierungsquote wurde keine weitere statistische 
Auswertung vorgenommen. Außerdem konnten vorherige Untersuchungen 
zeigen, dass bei diesem Patienten ebenfalls die Promotoren von p15, p16 
und weiteren wichtigen Genen methyliert sind. 
Die Ergebnisse der MSP ergaben, dass 5 der 76 Patienten (6,94 %) einen 
methylierten SFRP 5 Promotor aufweisen. Dabei ist interessant, dass alle 
Patienten, die eine Methylierung dieses Promotors aufweisen, schon im 
Stadium III waren. Unabhängig davon ob eine aberrante 
Promotormethylierung von SFRP 1 und/oder SFRP 2 vorlag. Hervorzuheben 
ist jedoch, dass eine Methylierung des SFRP 5 Promotors statistisch 
signifikant mit dem Stadium einer PZL einhergeht. Weiterhin ist eine 
aberrante Methylierung dieses Promotors mit einer erhöhten LDH 
verbunden. 
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5 Diskussion  
 
Aberrante Methylierung bekommt immer mehr Bedeutung in der Entstehung 
und Progression von Tumorerkrankungen. So konnte für verschiedene so-
lide Tumoren wie auch für hämatopoetische Neoplasien nicht nur eine Me-
thylierung von Promotorsequenzen wichtiger Gene für Zellzyklus und Zellre-
peraturmechanismen nachgewiesen werden, sondern auch eine damit ver-
bundene transkriptionelle Inaktivität [90]. Die Rolle der aberranten Methylie-
rung von SFRP Promotoren wurde zuletzt bei der AML und der ALL be-
schrieben [88, 89]. Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen 
dem hypermethyliertem Promotor bei Diagnosestellung und einem kürzerem 
Überleben bei bestimmten Leukämien hergestellt werden [88]. 
Der WNT-Signalweg spielt eine wichtige Rolle als Regulator für die Stamm-
zelldifferenzierung sowie Proliferation von hämatopoetischen Vorläuferzel-
len [90]. Deshalb ist ihm bei hämatologischen Erkrankungen eine besondere 
Aufmerksamkeit zu widmen. Einige Studien haben schon den Einfluss epi-
genetischer Veränderungen von Regulatoren des WNT-Signalwegs bei hä-
matologischen Neoplasien beschrieben [89]. Die Methylierung von 
Antagonisten des WNT-Signalwegs beim MM wurde erst vor kurzem von der 
Gruppe Chim et al. untersucht [95]. 
Entscheidend für die Ergebnisse von Chim et. al ist, dass nachgewiesen 
werden konnte, dass eine konsekutive Aktivität des WNT-Signalweges mit 
einer Akkumulation von β-Catenin im Zellkern einhergeht. Diese konnte 
durch Zugabe von rekombinantem SFRP 1 wieder rückgängig gemacht 
werden [95].  
Nachdem wir, wie oben beschrieben, eine Promotorhypermethylierung in 
Kombination mit transkriptioneller Inaktivität in MM Zelllinien nachweisen 
konnten, und diese durch Inkubation mit DAC reversibel war, untersuchten 
wir unser Patientenkollektiv.  
Im Vergleich zur Gruppe um Chim et al. hatten wir ein größeres Patienten-
kollektiv und konnten mit 35,5 % anstatt 14 % eine höhere Methylierungs-
häufigkeit für SFRP 1, jedoch eine geringere Methylierung des SFRP 4 
Promotors nachweisen [95]. 
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Die Methylierung des SFRP 2 Promotors ließ sich mit 52,6 % am häufigsten 
nachweisen, gefolgt von SFRP 1 mit 35,5 %, SFRP 5 mit 6,9 %. Die Methy-
lierung des SFRP 4 Promotors ist mit 1,3 % ist dagegen seltener. Insgesamt 
zeigten 63,2 % (48/76) der Patienten eine aberrante Methylierung von zu-
mindest einem SFRP Promotor. Die Tabelle 7 zeigt eine Gesamtübersicht 
für die Methylierungshäufigkeit.  
Dabei fällt auf, dass eine Methylierung des SFRP 1 Promotors häufig gleich-
zeitig mit der Methylierung des SFRP 2 Promotors nachzuweisen ist 
(p=0,0016).  
Eine Methylierung von SFRP 1 und SFRP 2 ließ sich in allen Stadien des 
MM und beim MGUS finden. Besonders fällt auf, dass von den drei MGUS 
Proben zwei eine Methylierung des SFRP 2 und eine Probe eine Methylie-
rung des SFRP 1 Promotors aufzeigte. Diese Entdeckung lässt die Vermu-
tung zu, dass es sich bei der Methylierung des SFRP 1 und SFRP 2 Pro-
motors um einen frühen Mechanismus in der Pathogenese des MM handeln 
könnte. 
Entgegengesetzt dazu scheint sich die Methylierung des SFRP 5 Promotors 
zu verhalten. Eine aberrante Methylierung ist nur in den Stadien III und der 
PZL nachweisbar, wobei in drei von sieben Proben von Patienten mit einer 
PZL eine Methylierung nachgewiesen werden konnte. Dieser Zusammen-
hang erwieß sich auch statistisch als signifikant (p=0,0046). SFRP 5 könnte 
somit eine Rolle in der Progression der Erkrankung insbesondere in der 
Entwicklung einer PZL spielen. Ein ähnlicher Zusammenhang konnte auch 
schon für andere Gene wie E-cad, p16 und DAPK1 nachgewiesen werden 
[15].  
Diese beiden Zusammenhänge zeigen klar auf, dass die einzelnen Antago-
nisten des WNT-Signalwegs verschiedene Aufgaben bzw. Funktionen in der 
Entstehung und Progression von malignen Erkrankungen haben, wie dies 
auch für das Kolorektal-Karzinom gezeigt wurde [51]. 
Da die Methylierung von SFRP 4 (1,3 %) nicht so häufig auftritt, scheint sie 
damit keinen großen Anteil der Pathogenese und Pathophysiologie des MM 
zu haben. Ebenso eignet sich dieses Gen nicht für die Erstellung eines Me-
thylierungsprofils für das MM, als Biomarker oder als prognostischer Marker. 
Dies ist hervorzuheben, da bei der ALL weitaus häufiger Hypermethylierung 
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für SFRP 4 gefunden werden konnte [88, 96]. Auch bei soliden Tumoren wie 
dem Kolorektal-Karzinom wurden höhere Methylierungsquoten für SFRP 4 
gefunden [51]. Gründe für die seltene Methylierung des SFRP 4 Promotors 
im Gegensatz zu den anderen Genen der SFRP Gruppe müssen noch wei-
ter untersucht werden [51]. Warum bei der ALL der SFRP 4 Promotor am 
häufigsten aus dieser Familie methyliert ist, sollte in weiteren Studien und 
Versuchen geklärt werden.  
Die statistische Auswertung ergab weder für den methylierten SFRP 1 Pro-
motor noch für den methylierten SFRP 2 Promotor eine Korrelation zu 
klinischen Daten. Sowohl das Stadium der Erkrankung, als auch wichtige 
klinische Parameter wie Hb, Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl, LDH oder 
Calcium korrelierten nicht mit einem hypermethylierten SFRP 1 oder SFRP 
2 Promotor. Eine statistische Auswertung für eine Methylierung des SFRP 4 
Promotors, wurde aufgrund der zu geringen Häufigkeit dieser nicht durch-
geführt. Die Untersuchung des SFRP 5 Promotors zeigte im Vergleich mit 
klinischen Daten einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer Methy-
lierung des Promotors und einer erhöhten LDH (p=0,014). Ein Zusammen-
hang zwischen einer verkürzten Überlebensdauer und methyliertem SFRP 5 
Promotor bei Diagnosestellung konnte nicht hergestellt werden. Dies sollte 
jedoch in einem größeren Patientenkollektiv prospektiv überprüft werden.  
Studien haben gezeigt, dass der WNT-Signalweg eine Rolle in der Pathoge-
nese der Tumorstammzelle spielt [97]. Da sich Tumorstammzellen durch 
eine verstärkte Resistenz gegenüber Chemotherapeutika auszeichnen, 
spielen epigenetische Veränderungen im Ablauf des WNT-Signalwegs mög-
licherweise eine wichtige Rolle. Durch den Einsatz von demethylierenden 
Substanzen zusätzlich zur konventionellen Chemotherapie könnte eine län-
gere Remissionsphase erzielt werden, oder demethylierende Substanzen 
könnten beim Rezidiv nach zuvor erfolgreich induzierter Remission oder 
nach ASZT eingesetzt werden. 
In Zukunft müssen weitere Versuche zeigen, in wie weit sich die einzelnen 
SRFP Proteine in ihrer Funktion für die Zelle unterscheiden, oder ob ein be-
stimmtes SFRP Protein in einem bestimmten Milieu eine besondere Funk-
tion übernimmt. Weiterhin muss geklärt werden, ob ihre Funktion redundant 
ist oder sie sich vielleicht in ihrer Wirkung potenzieren. 
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6 Zusammenfasssung  
 
Epigenetische Veränderungen sind in den letzten Jahren immer mehr in den 
Fokus der Forschung getreten. Die aberrante Promotorhypermethylierung 
und die damit verbundene transkriptionelle Inaktivität birgt aufgrund ihrer 
pharmakologischen Reversibilität mit Reexpression der inaktivierten Gene 
einen neuen therapeutischen Ansatz. 
Die im Vergleich zu anderen zytotoxischen Substanzen relativ 
nebenwirkungsarme Therapie mit AZA und DAC, hat schon zur Zulassung 
durch die FDA beim MDS und der AML geführt. Es bleibt aber abzuwarten, 
in wie fern sich eine Therapie auch für andere hämatologische Neoplasien 
und solide Tumoren umsetzten lässt. Insbesondere die 
Langzeitnebenwirkungen einer Therapie mit AZA und DAC müssen 
berücksichtigt werden, da es prinzipiell zu einer Reaktivierung retroviraler 
Sequenzen kommen kann.  
Gerade die Therapie und damit auch die Prognose des MM, hat sich in den 
letzten Jahren verbessert. Unsere Versuche sollten die aberrante 
Methylierung der SFRP Promotoren beim MM untersuchen. Wir konnten 
nicht nur eine Promotorhypermethylierung für SFRP 1, 2, 4 und 5 (35,5 %, 
52,6 %, 1,3 % und 6,9 %) nachweisen, wir konnten auch eine Reexpression 
der Gene auf RNA Ebene nach Therapie mit der demethylierenden 
Substanz DAC zeigen. Es konnte auch ein Zusammenhang zwischen einem 
fortgeschrittenem Stadium und einer Methylierung des SFRP 5 Promotors 
nachgewiesen werden.  
Die Versuche unterstreichen die bisherigen Untersuchungen zu 
epigenetischen Veränderungen beim MM. Es muss weiter geklärt werden, 
ob sich auch ein therapeutischer Ansatz für epigenetische Veränderungen 
beim MM bietet, oder ob durch einen Einsatz von demethylierenden 
Substanzen eine Progression eines MGUS oder SM in ein manifestes MM 
verzögert oder gar verhindert werden kann. Weiterhin sollte untersucht 
werden, ob neben den klassischen chromosomalen Veränderungen auch 
epigenetische Veränderungen beim MM als Prognosefaktoren dienen 
können. 
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7 Ausblick  
 
Das Wissen über epigenetischer Veränderungen in der Pathogenese 
maligner Erkrankungen hat in den letzten Jahren stark zugenommen. Es 
bleibt abzuwarten und braucht weitere Untersuchungen, in wie fern diese 
auch als therapeutische Ansätze in Zukunft verfolgt werden können. 
Der WNT-Signalweg ist aufgrund der Vielzahl seiner Aufgaben und 
Funktionen (Embryogenese, Stammzellentwicklung und 
Stammzelldifferenzierung) besonders interessant für epigenetische 
Forschungen. Ein weiterer Punkt, der die Relevanz des Signalweges 
unterstreicht, sind die bisherigen Ergebnisse aberranter Methylierung von 
den WNT-Antagonisten, der SFRPs, bei soliden Tumoren und 
hämatologischen Erkrankungen. Der WNT-Signalweg ist aber in all seinen 
Funktionen und Aufgaben noch nicht vollständig verstanden, deshalb sind 
weitere Untersuchungen in diesem Bereich unumgänglich, um die Rolle in 
der Pathogenese von malignen Erkrankungen genauer zu beurteilen.  
Neben diesem grundsätzlichen Ansatz sollten Studien mit größeren 
Patientenkollektiven durchgeführt werden, um Trends oder statistische 
Zusammenhänge zu verifizieren. Dabei sollten dann auch möglichst alle 
Antagonisten des WNT-Signalwegs untersucht werden, um eventuell ein 
bestimmtes Methylierungsprofil zu entschlüsseln und die Rolle der einzelnen 
Antagonisten genauer beschreiben zu können. Weiterhin sollte geklärt 
werden, ob auch die SFRPs wichtigen Einfluss auf die Entwicklung von 
Osteolysen beim MM haben wie andere WNT-Antagonisten (DKKs). 
Therapeutisch sollte im Rahmen von Studien untersucht werden, ob sich 
bisherige in vitro Untersuchungen auch in vivo bestätigen lassen und ob 
demethylierende Substanzen zusätzlich zur konventionellen Chemotherapie 
mit einem verlängerten Gesamtüberleben oder Remissionsdauer verbunden 
werden können. Dies gilt besonders für ältere Patienten, die nicht mehr für 
eine ASZT in Frage kommen, oder Patienten, denen aufgrund von 
Komorbiditäten keine intensive Chemotherapie angeboten werden kann.  
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III Abkürzungsverzeichnis 
 
Adenomatosis Polyposis Coli APC 
Akute lymphatische Leukämie ALL 
Akute myeloische Leukämie AML 
autologe Stammzelltransplantation ASZT 
Axis Inhibitor Axin 
5-Azacytidin AZA 
Cluster of differentiation CD 
komplementäre DNA cDNA 
Kasein Kinase CK 
Chronische lymphatische Leukämie CLL 
Chronische myeloische Leukämie CML 
Cytosin-preceding-Guanosin CpG 
5-Aza-2’-Deoxycytidin DAC 
Death-associated-protein kinase-1 DAPK1 
Dickkopf DKK 
Desoxyribonukleinsäure DNA 
DNA-Methyltransferase DNMT 
Dishevelled DVL 
Östrogenrezeptor ER 
Fibroblast-growth-factor-receptor-3 FGFR3 
Fluoreszenz in situ hybridisierung FISH 
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer FRET 
Frizzled Fz 
Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase GAPDH 
Granulocyte-colony-stimulating-factor G-CSF 
Glykogen-Synthetase-Kinase-β  GSK-β 
Histonacetyltransferase HAT 
Hämoglobin Hb 
Histondeacetylase HDAC 
Hämatopoetische Stammzellen HSC 
Insulin-like-growth-factor-1 IGF-1 
Interleukin-6 IL-6 
 X
in vitro methylierte DNA IVD 
Knochenmark KM 
Knochenmarkstromazellen KMSZ 
Lactat-dehydrogenase LDH 
Low density-Lipoprotein-Receptor-related-protein LRP 
Methylcytosin-bindendes Protein MBP 
Myelodysplatisches Syndrom MDS 
Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz MGUS 
Minuten min 
macrophage-inhibitory-protein-α MIP-α 
Multiples Myelom  MM 
Magnetresonanztomographie MRT 
Methylierungs-spezifische-Polymerase-Ketten-Reaktion MSP 
Nuklear-factor-kappa-Beta NFkB 
Osteoklasten-aktivierender Faktor OAF 
Osteoprogretin OPG 
Polymerase-Ketten-Reaktion PCR 
Retonoid-acid-receptor-beta-2 RARbeta2 
Ribonukleinsäure RNA 
Umdrehungen pro Minute rpm 
Reverse Transkriptase RT 
quantitative reverse Transkription RTQ 
S-adenosyl-Methionin SAM 
Sekunden sec 
Secreted-Frizzled-related-Protein SFRP 
Smoldering Myeloma SM 
Suppressor of cytokine signaling-1 SOCS-1 
T-Zell-Faktor TCF 
Transkriptionsfaktor TF 
Tumor-growth-factor-beta TGF-β 
Tumor-necrosis-factor TNF 
Vascular-endothelial-growth-factor VEGF 
Valproinsäure VPA 
β-Tranducin-Repeat-Containing-Protein  β-TRCP 
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